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硫酸抱合反応は 、 種 々 の水酸基を有す る 化合物の解毒の主 な 経路で あ る 。 こ の 硫酸
化を触媒す る 酵素 と し てsulfotransferaseが知 ら れて お り 、 こ の酵素 は 、 紅ylam町、 phenol、
steroidやbile acid tJ. どの基質の違 い に よ り 分類 さ れて い る 1・4)。 こ の 酵素は硫酸基を3 '-
phosphoadenosine-5 '-phosphosulfate (PAPS)か ら ア ル コ ー ル性 あ る い は フ ェ ノ ー ル性水酸基
に転移 す る 反応を 触媒す る 。 最近、 同 様 な 酵素が植物、 Flaveria か ら も 見つ か っ て い る 5，6) 。
その う ち 、 フ ェ ノ ー ル性化合物の硫酸化 を触媒す る phenol sulfotransferase (PST， EC. 2 . 8 . 2 . 1 )  
は第 2 相薬物代謝酵素で あ り 、 ヒ ト組織 に お い て種 々 の薬物 、 ホ ル モ ン の よ う な 外因性 あ
るい は 内因性物質 の 硫酸抱合 に寄与 し て い る 。 PSTは ほ乳動物 の 肝臓、 脳 、 腎臓や他の組
織中 に見 出 さ れて い る 7・1 0) 。 ラ ッ ト肝臓 由 来の PST は 、 そ の 生化学 的性質や基質 で あ る 硫
酸受容体 に 対す る 至適pH の違い に よ り 4つ の グル ープ に 分 け ら れ て い る 9) 。 ヒ トの脳で は 、
基質特異性の 研究か ら 2 つ の タイプが みつ か っ て い る JlO) 。 さ ら に 、 PSTを コ ー ド し て い る
cDNAの解析 も 行わ れ て い る 1 1， 12 ) 。
ヒ ト に お い て 、 dopamineやnorepinephrine の よ う な神経伝達物質 は 、 monoamine oxidase 
(MAO)やcatechol- O-methyltransferase (COMη に よ り 、 不活性化されて い る と 考え ら れ て き た
13)。 しか し な が ら 、 ヒ ト脳 の PSTがdopamineやnorepinephrine に 対 し て非常 に 高 い親和性 を
もつ こ と が明 ら か に な っ て き た こ と よ り 14) 、 catecholarrúneの 硫酸化 は ヒ ト 中枢神経系 に お
いて重要で あ る と 考え ら る に至 っ た 10，15， 1 6) 。 一方、 硫酸抱合 は フ ェ ノ ー ル性化合物の薬
理活性の低下 ( 不活性化〉 あ る い は解毒の た め の代謝過程で あ る と 一般 に 考え ら れ て き た 。
しかし、 脳-腸管ペプチ ドホルモ ン と し て発見 さ れ たcholecyctokinin (CCK) は そ のtyrosine
残基が硫酸化 さ れて い る 。 そ の活性 は非硫酸化体の 600 倍で あ り 17) 、 硫酸 化 はCCKの薬理
学的活性 に は不可欠で あ る 。 そ の ほ か に も 抗凝血ペプ チ ド で あ る hirudin18) や 高血圧症治療
薬で あ る minoxidil 1 ) も 硫酸化 に よ り 活性化 さ れ る 。 そ れゆえ に 、 PSTは フ ェ ノ ー ル性化合
物やtyrosine含有ペプ チ ド の 活性化 に い ま ま での役割 と は異 な る 働 き を し て い る と 考え ら
れる。 し か し な が ら 、 硫酸化の生化学 的 あ る い は薬理学 的役割が明 ら か に な っ て い る の は
数例に すぎ な い。
一方、 肝臓で抱合 さ れ た化合物 は 、 胆汁を経て腸管 に達す る と 、 腸 内 細 菌 に よ り 加
水分解、 還元 あ る い は再抱合を う け る 場合があ る 。 ほ乳類や植物 由 来 の PSTが広 く 研究 さ
れてい る の に 反 し て 、 腸 内 細菌 に よ る 硫酸化 は ほ と ん ど研究されて い な か っ た 。 下剤 で あ
るsodium picosulfate は 、 そ れ 自 身で は薬効 を 示 さ な いが、 経口投与後 に徐 々 に薬効 を発揮
する薬物で あ る 。 Picosulfateの効果 は動物種 に よ り 異 な り 、 ま た ヒ トで抗生物質 の連続投
与に よ り 薬効が な く な る こ と か ら 、 こ の薬理作用 に は腸 内 細 菌 由 来の 酵素 に よ る 代謝が必
要で あ る と 推定 さ れて い た 。 検索の結果、 ヒ ト腸 内優性菌Eubacterium
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生してい る こ とを発見 し た19)。 実 際、 こ の酵素はpicosulfateか ら薬効本体で あ る phenol体 へ
反応を触媒 し た20) 。 さ ら に 、 従来か ら 知 ら れて い る PSTの 硫酸供与体がPAPS で あ る の に
対して、 こ の 硫酸転移 酵 素はPAPSを硫酸供与体 と し な い新 し し 1 タイプの 硫酸転移 酵 素
訂ylsulfate sulfotransferase (ASST， EC. 2 .8 .2 .22)で あ る こ と が明か と な っ た21，22) 。 こ の 酵 素 に
より触媒 さ れ る 硫酸転移反応 は 、 ping pong bi bi mechanismで あ り 、 組織 由 来 のPST と は明
かに異な っ て い た21ユ2) 。
ま た 、 すで に こ のASSTは フ ラ ボ ン や タ ン ニ ン類の ポリ フ ェ ノ ー ルの水 酸基を位置特
異的 に硫酸化す る こ と を報告 し て い る 23・25) 。 こ れ ら の ポリ フ ェ ノ ー ル は植物界 に広 く 分
布し てお り 、 食 品 や和 漢薬成分 と し て摂取、 吸収 さ れれば、 肝臓で抱合を う け る と 推察 さ
れてき た 。 し か し 、 肝臓で硫酸抱合を う け た 後 、 胆汁 に排准 さ れ る と 腸 内細 菌 由 来の 酵 素
によ り 他の フ ェ ノ ーノレ性化合物 に 硫酸基が転移 す る こ と や さ ら に 硫酸化 さ れ る こ と も 考え
られ る 。 ま た 、 度取 し たボリ フ ェ ノ ールの 配糖体 は ヒ トの消化酵 素で加水分解 さ れ に く い
ため、 腸管下部 に達す る 。 そ れゆえ 、 細菌性ASSTは こ れ ら ポリ フ ェ ノ ー ルの 硫酸抱合体
の生成に も 重要 な役割を果 た し て い る の で は な し 1か と 考え ら れ る 。
さ ら に 、 sulfataseのメ カ ニ ズ ム と し て 、 Fendlerは フ ェ ノ ー ルエ ステ ル の 硫酸基の加水
分解の一次速度定数 と そ の フ ェ ノ ールのpKa と の 聞 に直線関 係 が あ る こ と を報告 し て い る
26)。 こ の こ と よ り 、 硫酸供与体 のpKaが硫酸転移 酵 素の 活性 に 影響 し て い る 可能性が考え
られ る 。 ま た 、 一般 に 基質 に 対す る 酵 素の親和性 は反応溶液のpH の影響を う け る と 報告
さ れて い る 27) 。 我 々 は 硫酸受容体基質の違い に よ り 、 ASST活性のpH profileが異 な る こ と
を報告 し て い る の で21) 、 さ ら に 基質のpKaの違い と ASST活性の 関 係を研究す る 必要 が あ
ると考え る 。
先 に記 し た よ う に ヒ トの脳 や血小板 由来のPST は，その 基質特異性か ら monoamine
sulfating PST (M -PST) と phenol sulfating PST (P-PST) の 2 種 に 分類 さ れて い る 。 ま た 、 こ の
2 種のPSTは特異 的 阻害剤 で あ る dichloronitrophenol に 対 し て の 感受性が異 な る こ と も 知 ら
れてい る 28) 。 ヒ ト脳の M-PST と P-PSTの反応機構 の 実験 よ り 、 最終産物で あ る 3 '-adenosine
5 '・phosphate (3 '， 5 '-PAP) と PAPS の類似体で あ る ATPが本酵 素活性を競合的 に 阻害す る こ と
が報告 さ れて い る 29) 。 ま た 、 ヒ ト赤血球 中 に はPSTの 内 因 性限害剤 が高分子体 と 低分子体
と して存在す る こ と が示 さ れ て い る 。 こ の う ち 、 高分子の も の は 、 PAPS分解酵 素で あ り
30)、 低分子 はATPやADP、 3 '，5 '-PAP の よ う なPAPS の 構造類似体で あ る 31) 。 こ の よ う に 、
組織 由来のPSTで は 、 特異 的 阻害剤が発見 さ れ、 ま た 、 内 因 性の 阻害物質 も 見つ か っ て お
り、 これ ら の化合物 に よ る 酵 素活性の生体 内制御機構 も 考え ら れて い る が、 腸 内 菌 由 来 の
ASSTに 関 し て は 、 特異 的 な 阻害物質 あ る い は活性化物質 は ま だ見つ か っ てい な い 。
今 回 、 ASSTの生化学 的 性質を研究す る た め に 、 抗体 カ ラ ムを用 い て精製方法の簡便
化を試 み32) 、 第一章 に結果を記 し た 。 ま た 、 種 々 の薬物や 内 因 性物質 、 ペプチ ド 、 生薬
成分 に 含 ま れ る 配糖体の 酵 素的硫酸化を行 い 、 硫酸化 に よ る 薬理活性の変化や チロシ ン残
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基の硫酸化 に よ る 生化学的変化 を検討 し 、 二ケ以上 の フ ェ ノ ー ノレ性残基を持つdopamineや
esculetin に ついて は酵素的硫酸化体の構造決定 を行 っ た 33，34)。 以上の こ と を 第二章 に詳述
した。 さ ら に 、 基質 で あ る フ ェ ノ ーノレ性化合物 のpKa値 と 硫酸化活性の相 関 を求 め旬 、 第
三章 に記 し た 。 本酵素の 活性調 節物質を 調べ る た め に、 本研究で は 阻害物質の検索 と 金属
イオンやヌ ク レオ チ ド の影響を検討 し36) 、 第四章 に 示 し た 。 ま た ラ ッ ト腸 内 菌Klebsiel1a よ




こ れ ま で に試 み ら れ て き た本酵素の精製法22) は 、 数種 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
の組み合わせ に よ る も の で あ っ た が、 繁雑で・時 間 がか か る た め 活性 の低下が著 し く 、 単一
蛋白ま で に 精製す る こ と も 難 し か っ た 。 そ こ で、 精製酵素をウサギ、に投与 し て 抗体を得、
この抗体を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ーカ ラ ム を作製 し 、 酵素精製 を試み た 。
1・1 実験材料お よ び実験方法
実験材料
p-Nitrophenyl su lfate (PN旬、 4-methy lumbel liferyl sulfate (MUS) お よ び牛血清 ア ル
ブ ミ ン (BSA) はSigma Chemica l よ り 購入 し た 。 Tyramine は ナ カ ラ イ テ ス ク よ り 、 4-
chloro- 1・naphthol は和光純薬工業 よ り 購入 し た 。
酵素の調製
品bacterium A-44を嫌気 的 に 培養後 、 集菌、 超音波破砕、 DEAE-Cellulose 、
Hydroxyapatite 、 Sephadex S-300 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 部分精製 し た22)。
酵素活'陪測定法
酵素活 性 は 、 PNS を硫酸供与体と しtyramineを 硫酸受容体と し て測定 し た 。 反
応液 は 、 50 mM PNS 30 μ l 、 20 mM tyramine 0.29 ml 、 0 . 1 M Tris-HCl buffer (pH 8 .0) 
0 .21  ml�こASST 0.1 mlを 加 え 、 370C で15分間反応 さ せ 、 1 N NaOH 0 .4  mlで‘反応を停止
後 、 405 nmの 吸光度を 島津UV-160で測定 し た 。 蛋 白 定量 は 、 Iρwry ら の 方法 に 従 い 、
BSAを標準と し て求め た38) 。
酵素1 u凶tは 、 上記条件で 1分 間 に 1 μ mol のp-凶仕ophenolを 生成す る 酵素量と し
て示 し た 。
抗体の調製法
部分精製ASST (2 mg) をFreundls ∞mplete adjuvant ( 和光純薬工業〉 に 懸濁後、
ウサギ (日本 白色種、 ♂、 2 kg、 SLC)の10箇所 に筋肉内注射 し た 。 こ の投与は1週
間 に 1 回 、 4 週 間続 け て 行 っ た 。 抗原の投与終了1カ 月後 に 血液を耳の静脈 よ り 100
ml採取 し た 。 こ の血液を30分 間 室温放置 し 、 血餅を 除 き 、 一晩 4 0C で保存 し た 。 さ
ら に 、 遠心分離(3，000中m、 5分 間) し 血清を集め 、 こ の 一部 を 硫安沈殿(Oro.v33%飽和)
後 、 DEAE-cel lulose カ ラ L(column size 28 x 70 mm) に か け 、 10 mM NaCl!10 mM 
phosphaate buffer， pH 7 .2で溶 出 し 、 IgG 画分を得た 。
抗体の定性法
直径2 mmのキャピ ラ リ ー に 抗血清を8ro.v10 mm入 れ 、 そ の上 に 抗原(ASST)を 重
層 し た 。 室温で30，......，90秒反応後 に 沈降線の有無を観察 し た 。
抗体価の定量法
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Phosphate-buffered sal ine (PBS， 10 mM phosphate buffer， pH 7.5/120 mM NaCl) に 抗
原(ASST， 0-30 μ g)を 溶か し た 溶液0.45 m1 と 、 50 μ lの 抗血清を370C で1時間、 さ ら に
40C で72時間反応 し た 。 2， 000 g、 5分 間遠心後 、 沈殿を PBSで洗 い 、 0.1 mlの0.1 N 
NaOH に 溶解 し て 、 蛋 白 量を測定 し た 。
ラ 、ソ ト 肝臓由来フェノ ール ス ルフォトラ ン スフエ ラーゼ(PST)の調製
ラ ッ ト 肝臓cytosol 由 来PSTを 、 Sekura ら の 方法 に 従 っ て7) 、 部分精製 し た 。 フ ッ
ト (Wistar， ♂フ 10週齢， SLC)の肝臓(6.72 g) を取 り 出 し脱血後 、 3 倍量の0.25 M 
sucuroseでホ モゲナ イ ズ し 、 14万gで;90分間超遠心 し た 。 遠心後 、 上に浮い て い る
low density materialを 吸 引 除去 し た 後 、 上清を集め た。 こ の上清をAffi-ge1 B1ue (Econo­
Pac Blue Cartridge， 5 m1， Bio-Rad) カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ーで分画 し た 。
ラ、ソト肝臓由来PST酵素活件測定法
PSTの 酵素活性 は 、 Sekura ら の 方法 に 従 っ て 7) 、 以 下 の 通 り 行 っ た 。 0.5 M 
acetate buffer (pH 5 .5) 200 μ 1， 0 . 1 M ß -mercaptoethanol 30 μ 1， 5 mM ß -naphtho1(硫酸受
容体) 20 μ 1， 4 mM PAPS 20 μ 1 ， H20 100 μ l に 酵素30 μ l を加え 、 10分間370C で反応後 、
Methylene blue Reagent (250 mg methylene b lue， 50 g anhydrous sodium su1fate、 10 ml 
H2S04/1 L)を500 μ l加 え て反応を 止 め 、 ch1oroform 2 凶を加え て撹伴、 遠心後 、 無水
硫酸 ナ ト リ ウム を加え 、 有機層の 吸光度を651 nmで�i�1j定 し た 。
イムノブ ロ 、ソティ ング
SDS-PAGE(10% po1yacrylamide)を行 っ た後、 ゲルを半分 に 切 っ た 。 片方 はquick­
CBB(和光純薬工業)で蛋 白染色 し た 。 残 り のゲノレを 室温でTG buffer (25 mM Tris， 192 
mM glycine， pH 8.3) 中 で30分間振還 し た 後 、 Zeta-Probe (Bio-Rad)膜上へ、 200 mA、 4時
間 でブ ロ ッ テイ ン ク ー し た 。 ブ ロ ッ テ ィ ン グ後 のゲノレ はCBB染色を行 い 、 ゲル に 蛋 白
が残留 し て い な いか確認 し た 。
ブ ロ ッ テ ィ ン グ後 、 Zeta-Probe膜は3σ%BSAを 含 むPBS 中 で、 フ 。 ロ ッ キ ン グ し 、 免
疫染色を行 っ た 。 染色 に は 、 Vectastain ABC kit (Vector Laboratories) を 用 い 、 添付の説
明書 に 従 っ て行 っ た 。 ペルオキ シ ダーゼの基質 に は4-ch1oro-1-naphtho1 と 過酸化水素
水 を10 mM phosphate buffer pH 7 .5 に 溶解 し た も の を 用 し 1 た 。
杭体カラム の作製
精製 し たAnti-ASST IgG 30 mg と 0.1 M HEPES buffer， pH 8.0 に 懸濁 し たAffi・Ge1
10 (Bio-Rad) 5 凶を40C で12時間撹祥 し た 。 1 M e出組olamine(pH 8.0) を0 .2 凶加 え 、 さ
ら に40C で 1 時間撹排す る こ と に よ り 反応を止め た 。 そ の 後ゲルをガ ラ ス フ ィ ル タ ー
で漉過 し 、 カ ッ プ リ ン グの効率を確認す る た め に ロ 液の 蛋 白 定量 を行 っ た 。 さ ら に 、
ゲノレを0.1 M HEPES buffer， pH 8.0で洗浄 し 、 0.2 M pbosphate buffer， pH 7 .2 で 洗浄 し 、
平衡化 し て保存 し た 。
ASSTの抗体カ ラ ム に よ る 精製 で は 、 DEAE-cel lu lose溶 出 後 のcrude ASST(0.631 
unit/mg protein， 2 .25 mg) を 用 い 、 10 mM phosphate buffer pH 8.0で透析後、 IgG-coupled
戸。
Affi-Gel 10と混合 し、 40C一晩撹排 し た 。 反応後 、 ゲソレをdisposable ∞lumn に 移 し 、 10
mM phosphate buffer pH 8 .0 で洗浄後 、 0. 1 M glycine-fICl buffer， pH 3 .3 で 溶 出 し た 。 溶
出 後 、 サ ン プル は直 ち に 0.2 M phosphaate buffer， pH 7 .2 で 中 和 し た 。 活性を示す フ ラ
ク シ ョ ン を集め Ultracent・30(東ソー)で濃縮 し た 。
1-2 実験結果
1 ・2- 1 ポ リ ク ロ ー ナ ル抗体の 調製
免疫 に 使用 し た 部分精製ASST (26.2 unit/mg protein)は 、 SDS-PAGE に よ り 、 サ ブ
ユニ ッ ト 分子量80 kDaで 、 90%以上の純度で あ っ た 。 Fig. 1 に示 し た よ う に 、 native-
PAGE後活性染色を し たと こ ろ 、 単一バ ン ド の み検 出 で き た 。 こ の 活性バ ン ド は
Coomassie Bril liant Blue(CBB)で染色 し た 蛋白のバ ン ドと一致 し た 。
1 2 
Fig . 1 .  Elec仕ophoretic Analysis of Enzyme. 
By using polyacrylamide (6.5%) slab gel(l mm thickness) containing 0 . 1 mM MUS， ASST was 
specifically identified as a fluorescent band a丘町incubation of the gel with 5 mM tyramine泊0. 1 M 
Tris-HCl buffer (pH 8 .0) .  Protein was stained Quick-CBB. Lane: 1 shows the CBB-stained gel and 
lane 2 shows fluorescence. 
ウサギを免疫後 、 血清を採取 し 、 重層法 に よ り 、 抗原溶液と抗血清 の境界部分
に 沈降線が観察 さ れ、 目的の抗体が得 ら れて い る こ とを確認 し た 。
-6-
抗原に対す る 抗体価 を み る た め、 定量的沈降反応を行 っ た 。 そ の結果、 Fig . 2
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Fig .  2 . Immunoprecipitation of Antiserum and ASST. 
A reaction mixture contained 50 μ 1 of anitibody， PBS and ASST(l mg!ml) .百le m武山re was 
incubated for 1 h at 370C and for 72 h at 40C. 
50 μ iの 抗血清存在下、 ASST(20 μ g， 1 mg!ml)の 酵素活性 は影響を 受 け な か っ た 。
抗血清を 硫安沈殿、 DEAE-cel lulose カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィーにて精製 し 、 ASST に
対す る ポ リ ク ロ ー ナ ル抗体を得 た 。
ASST と ラ ッ ト 肝臓 由 来の PST と の交差性を検討す る た めに、 免疫染色を行 っ た 。
初めに、 ラ ッ ト PST を 部分精製 し 、 Affi-Gel Blue (Bio-Rad)分画後 の 比活性 はPAPS と
β-naphthol を 基質 と し 、 pH 5 .5 で測定 し た と き 、 106 .8 nmoVmin/mg proteinで、 あ っ た 。
Fig . 3に示 し た よ う に、 粗酵素 と 部分精製 し たASST は 、 IgG に よ り 認識 さ れ(lane 4 と
5)、 移動度 はCBB染色 さ れ た 蛋 白 のバン ド(lane 1 と 2) と 同 じで あ っ た 。 抗体が均ー
の も の で な か っ た た め 、 ASSTのsubunit分子量(80 kDa)に相当 し な い蛋 白 がlane 4 と 5 で
免疫染色 さ れ た 。 し か し 、 ラ ッ ト 肝臓 由 来 の PST(subunit分子量:約34 kDa) は抗ASST
IgG で、認識 さ れな か っ た(lane 6) 。 こ れ ら の こ と よ り 、 ASST と ラ ッ ト 肝臓由来の PST







2 3 4 5 6 
Fig. 3 .  Western Blot of ASST and Rat Liver PST witb Polyclonal Anti-ASST Antibody. 
Lanes 1 -3 show CBB-staining of gels and lanes 4-6 show Western blots: 1 釦d 4， DEAE 
企action of ASST; 2 and 5， purified ASST; 3 and 6， rat liver PST ( 106 .8  nmoIJmin/mg protein) .  
Molecular weight markers were phosphorylase b(94 kDa)， BSA(67 kDa)， ovalbumin( 43 kDa)， 
組d carbonic anhydrase(30 kDa). 
1・2・2 ア フ ィニティー カ ラ ムに よ る 酵素精製
こ れ ま で の精製法を よ り 簡便かっ精製度を 高 く す る た めに 、 ウサギ抗ASST
IgG と 結合 し た ア フ ィニティー カ ラ ム で酵素を特異的に吸着 さ せ、 溶 出 す る こ と を試
みた。 Fig . 4に示 し た よ う に、 DEAE-cel lulose カ ラ ム 分画後の 酵素 は 、 ア フ ィニティ
ー カ ラ ムに吸着 し 、 0. 1 M glycine-HCl buffer， pH 3 .0 で溶 出 す る こ と がで き た 。 SDS-
PAGE後 の CBB染色で・は単一ノ〈 ン ド の み検 出 さ れ た(Fig. 5) 。 ア フ ィニティー カ ラ ム 溶
出後の 酵素活性は、 4.55 units/mg proteinで あ り 、 収率は4.9% で あ っ た 。
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Fig. 5. SDS-PAGE of the Purified ASST by 
Immunoaffmity Column Chromatography. 
Lane 1 shows thesam巴 molucular weight markers as 
Fig.3，姐d lane 2 shows the purified ASST. 
Fraction number 
Fig. 4. Immunoaffinity Column Ouomatography. 
ASST was eluted from the anti-ASST i皿mobilized affrnity gel. 
The elut巴d protei ns were collected in fractions of 1 ml. 
N 末端 アミ ノ 酸配列
ア フ ィ ニ テ ィ ーカ ラ ム 溶出後 のASSTの N 末端 アミ ノ 酸配列 を アミ ノ 酸 シーケ
ンサーで分析 し た結果、 Fig. 6 に示 し た よ う に 25残基の配列 が明 か と な っ た 。
1・2-3
1 10  20 
Ser-Val-Lys-Tyr-Ser-Phe-Glu-Asp-His-Ile-lle-Asn-Arg-Gln-Tyr-Glu-Ala-Glu-Gln-Ala-
2 1  25 
Met・Leu-Ala-Lys-Phe-
Fig . 6 .  NH2-Terminal Amino Acid Sequence of ASST. 
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1-3考察
ASSTをウサギに投与 し て得 た 抗体 は、 ASSTの 粗酵素 と 部分精製酵素の ど ち ら
に お い て も 免疫染色で、 ASSTのsubunit で あ る 80 kDaの ポリペ プ チ ド を認識 し た 。 こ
の抗体 は、 他 に も い く つか の ポリペ プチ ド を認識 し た 。 し か し、 精製酵素の N 末端
ア ミ ノ 酸解析 よ り 、 1種類のア ミ ノ 酸配列 し か検 出 さ れず、 本酵素は4つの 同一
subunitか ら な る 酵素で あ る と 考え ら れ る こ と よ り 、 抗体 に よ り ASST と は 関 係 の な い
ポリペ プチ ドが認識 さ れて い た こ と がわ か っ た 。 ま た、 こ の抗血清 は、 ASST、活性 を
阻害 し な か っ た こ と よ り 、 触媒部位で は な い部位を認識 し て い る と 考え ら れ た。
今 回行 っ たEubacten"um A - 44か ら ASSTの精製法 は、 従来報告 し て き た 方法 よ り
簡 便で あ り 2 1，22)、 精製 ス テ ッ プを 6 か ら3に減 ら す こ と がで き た 。 ま た、 ア フ ィ ニ
テ ィ ーカ ラ ム よ り 溶 出 し た蛋 白 はSDS-PAGEで単ー と な っ た 。 抗ASST IgG は し 1 く つ
かの コ ン タ ミ ネー ショ ン し た ポリペ プチ ド を認識 し た が、 こ れ ら の ポ リ ペ プチ ド は
今回 の 溶 出 条件で は カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ な か っ た 。 し か し、 ア フ ィ ニ テ ィ ーカ ラ ム
か ら の 溶 出 を低 し \pH のbufferで・行 う た め、 酵素の 比活性は上昇 し な か っ た 。 こ の た め、
高塩濃度(0.5附の bufferで の 溶 出 を試み た が成功 し な か っ た。 こ れ ら の こ と よ り 、 高
い活性のASSTを 得 る た め に は さ ら に 溶出条件の検討が必要 で あ る と 考え ら れ た 。
ほ乳類や植物 由 来 の PSTの N 末端アミ ノ 酸は、 メ チ オ ニ ン で あ り 、 そ のア ミ ノ
酸配列 の 中 に は4つの よ く 保持 さ れ た 部位があ り 、 subunit分子量 は30------ 40 kDaで、 あ
る こ と が報告 さ れ て い る 6，11，39，40) 。 ヒ ト 血小仮由来 の M-PSTの抗体 は、 P-PST
(subunit分子量 32 kDa) と M-PST(subunit分子量 3 4kDa)の両方 を認識 し て い る 41 )。 こ れ
と 同 様の 酵素が ヒ ト 肝臓細 胞質 に も 存在す る 42) 。 し か し、 今 回 の 実験で、 ASSTの N
末端ア ミ ノ 酸 はセリ ン で あ る こ と が 明 か と な り 、 抗，ASST抗体 は ラ ッ ト肝臓PSTを認
識 し な か っ た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 細菌 由 来のASST は、 他の PST と 比べて、 酵素の
触媒機構が異 な る だ け で な く 、 蛋 白 構造 も か な り 異 な る と 推定 さ れ た 。 PSTは体 内
に お いて、 種 々 の 薬物の代謝や発癌物質 の 活性化 に 寄与 し て い る 43) 。 腸 内 菌 由 来の
ASST も 、 組織 由 来 の PST と は異 な る 制御 を 受 け、 薬物や 内 因 性物質 の 硫酸抱合 に 重





















組織 由 来 の PST は 、 そ の 基質特異性 に よ り M型 と P型 に 分類 さ れて い る こ と か ら 、 こ
の細菌 由 来のASSTの基質特異性 を 明 ら か に す る た め に 、 種 々 の 薬物や 内 因 性物質、 ペ プ
チド、 生薬成分 に 含 ま れ る 配糖体の 酵素的 硫酸化を試み た 。 こ の う ち 、 dopamine と
esculetinの 酵素的 硫酸化物 につい て は そ の構造解析を行 っ た 。 さ ら に 、 硫酸化 に よ り 、 そ
の薬理活性が変化 し て い る か をtyramineやLeu・enkephalin につ い て検討 し た 。 ま た 、 ペ プチ
ドは体 内 に お い て プ ロ テ アーゼ に よ り 代謝 さ れ る が、 ペ プ チ ド 中 の チ ロ シ ン残基の 硫酸化
がこの プ ロ テ アーゼ に よ る 消化に 影響を及ぼすか否かを検討 し た 。
2-1 実験材料お よ び実験方法
実験材料
Chymotrypsin 、 aminopeptidase 、 carboxypeptidase 、 pronase 、 esculin、 esculet也、
rutin 、 quercetin はSigma Chemical よ り 購入 し た 。 Dopamine-HCl、 baicalin、 baicalein は 和
光純薬工業 よ り 購入 し た 。 Kyotorphinは フ ナ コ シ よ り 購入 し た 。 Leu・enkephalin は森川
博士 〈 富士薬品工業〉 よ り 分与 さ れ た 。 Leu-enkephalin-O・su lfate と kyotorphin-O・sulfate
は さ き の報告22) に 従 っ て 酵素的 に 生成 し た 。
酵素の調製
酵素 は 、 第一章 に示 し た 方法 に 従 っ て 部分精製 し た22)。
酵素活件測定法
酵素活 性 は 、 前章 に示 し た よ う に 硫酸受容体標 品 と し てtyramineを 用 い 、 PNS
を硫酸供与体 と し て 測定 し た 。 ま た 、 測定 し た い基質が水溶液 中 で‘黄色を呈 し て い
る 場合は、 MUS を 硫酸供与体 と し て 、 反応で生 じ た4-methylumbelliferoneをは . 330 nm、
em. 450 nmの 蛍光で測定 し た ( RFづ00、 島津〉。 蛋 白 定量は、 前章 に示 し た 方法で
行 っ た。
高涼液体ク ロ マトグラフィー( HPLC)
ASST(2 mg) に よ り 硫酸化 し た化合物や プ ロ テ アーゼ消化 し て 生 じ た アミ ノ 酸の
フ ラ グ メ ン ト は逆相系 カ ラ ム (Microsorb (RAININ) ， Develosil (Nomura)) をつ け たHPLC
(Gilson) で-分離 同定 し た 。
Dopamine-O・sulfateの合成法
Dopamine-4・ と ふsulfate esterは Harbeson ら の 方法44)に 従 っ て合成 し た 。
Dopamine-4-sulfate ester は文献の 1/20の ス ケールで、合成 し 、 収率 は 1 4 . 1 % (5 .2 1  mg)で あ
っ た 。 Dopamineふsulfate は一部分方法を変え て以下の通 り 合成 し た 。 反応溶媒 と し
てD加1F 4 .5 ml を 用 い 、 dopamine塩酸塩< 1 > 900 mg ( 10 .5  mmol) に 、 仕iethylamine
0.657 ml (10 .5 mmol) を加え 溶解 し た後氷冷 し な が ら 、 benzylchloroformate 3.33 ml 
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(0 .66 ml x 5 ，  30分毎)加え 、 4時間反応後 、 ろ 過 (凶ethylamine塩除去〉し、 ethy lacetate 
を加え 、 1 N HCl で3回 洗 い 、 有機層 を 濃縮 し 、 無色 の オ イ ルを得 た 。 こ の オ イ ルを
EtOAc - hexane で結品化 し 、 N-carbobenzyloxy-dopamine (I I) を866 .9 mg得 た 〈 収率
6 4.3 %) 。 つぎ にくII)300 mg (1 .05 mmol)をDMF 3 凶 と tert-BuOK 200 mg ( 40 mg x 5) 
に溶か し 、 benzyl bromide 0 . 1 7  ml (0.57 ml x 3， 30分毎， 1 . 43 mmol)を滴下 し 、 6 時 間
反応 し た 。 反応後 、 ether - 1 N HCl で3回洗浄後 、 etl1er層 を 濃縮 、 シリ カ ゲル カ ラム
(silicic acid 1. 5  g + Merck saulen 1 .5 g ，  1. 6 i. d. x 33 ITlIIl)で・分離後 、 シリカ ゲノ レτ工C
(Slica gel plate， Merck 60F25 4， 0 . 5  cm， 20 x 20 cm)で‘Cf[C13を 溶媒 と し て 用 い て精製 し 、
CH 2 C1
2 
- hexane で、再結晶 し 、 N-carboxybenzy loxy - 4-be:nzy ldopamine (I I I) の結品 44.3
mgを得 た (収率1 1.2%)0 (II)→(III) の操作を3回行 っ た 。 さ ら に 、 (I I I) 9 1 .6 mg 
(0.2 4 mmol)をTHF 15 .5 ml に 溶か し 、 pyridine-S0 3 complex 386 . 4 mg (Aldrich， 2 43 mmol) 
を加え 、 1 4時間反応 し た 。 そ の 後 、 上清を 濃縮 (TH F の除去) し 、 τ工Cで20% MeOH ­
CHC13を 溶媒 と し て 用 い て精製 し たくIV) 。 こ の操作を3回 行 っ た(収率36.9%) 。 つ
いで、 (IV) 85 .6  mg(0. 1 87 mmol) に dry MeOH 2 .8m l 、 ammonium forrnate 250 mg(3 .97 
mmol) 、 10% palladium carbon 1 40 mg と acetic acid 39 .2 μ l  を加え て1時間反応後 、 吸引
ろ 過(Pd-C除去) 、 濃縮 し 、 H2
0 ・ EtOH で再結晶 し 、 dopamineふsulfate (V) の結晶
1.5 mg を得 た(収率 3. 4%) 。
得 ら れ た Dopamine- 4-sulfate お よ びdopamine-3-su lfateの IR (KBr) 、 NMR 、 Mass分





































































Tyramine と tyramine-O-sulfateの交感神経終末か ら の norepinephrine 遊離 を介す る 作
用 を、 ラ ッ ト (Wistar系、 ♂、 200 g、 SLC) の心臓を 用 い て、 Johansson の 方法45) に 従
っ て 測定 し た 。
Leu -enkephalin と そ の 硫酸体の、 モ ルモ ッ ト (♂、 200 g、 SLC) の 回腸縦走筋電気
刺激後 のacetylcholine遊離 に よ る 収縮作用 を Kosterlitz ら の 方法46) に よ り 測定 し た 。
Esculetinの酵素的硫酸化とその硫酸化物の分離と同定
Esculetinは、 10% dime出yl sulfoxide (DMSO) に 溶解 し た 。 10 mM esculetin 60 ml、
50 mM PNS 4 ml、 0 . 1 M Tris-HCl buffe， pH 8 .0 60 凶 と ASST (162 units) 26 mlを含む反
応液を 48時間、 370C で反応 し た 。 反応 は、 逆相 系 HPLC (Chemcosorb 7-0DS-Hヲ
column size 4. 6 x 150 mm， Chemco と LC-6A， Shimadzu)を 用 い、 10% methanoVO . 1σ/ 
仕ifluoroacetic acidを 溶 出 溶媒 と し て確認 し た。
反応後、 蛋 白 を 除 く た め に Diaf10・PM25 (Ami∞n) で限外 ろ 過 し、 凍結乾燥 し た 。
乾燥残澄を、 25凶純水 に 溶解 しSephadex LH -20 ∞lumn (2 .8  x 77 cm， Pharmacia) に か
け、 純水で 溶 出 し た 。 反応物 は280 nm の 吸収 と 蛍光強度(ex. 365 nm， em. 455 nm) を
測定す る こ と に よ り 検 出 し た 。
Esculetinの 硫酸化体 は、 NMR (DMSO-d6溶液， JNM -G X 400 spectrometer，疋0υ と
FAB-MS (JMS-SX 102 spectrometer，疋OL)を測定 し、 同定 し た 。
2・2 実験結果
2-2- 1 カ テ コ ー ル ア ミ ン と チ ロ シ ン含有ペ プチ ド 、の 硫酸化 と 薬理学 的性質
某皆特異件
PNS あ る い はMUS を 硫酸供与体 と し て、 種 々 の フ ェ ノ ール性薬物 お よ びペ プチ
ドホル モ ンのASSTに 対す る 基質特異性 につい て検討 し た結果をTable 1 に示 し た 。
Phenol は よ い基質 で あ り 、 tyramine と 同程度硫酸化 さ れ た 。 p-Acetamidophenol はすば
や く 硫酸化 さ れ た が、 0・ お よ びm-acetamidophenol は ほ と ん ど硫酸化 さ れな か っ た 。
サリチ ル酸は硫酸化 さ れな か っ た が、 サリチ ル酸アミ ド は 硫酸化 さ れ た こ と よ り 、
フ リー の カ ル ボキ シ ル基 と 0-位の水酸基 と の間で水素結合が硫酸化を妨害す る も の
と 考え ら れ る 。 Naloxone、 5-hydroxyindoleふacetic acid と folic acid は わずかな が ら 受容
体活性を認め た 。 ビ タ ミ ンB6お よ びそ の誘導体は、 硫酸受容体 と は な ら な か っ た 。
Tetracyclineやrrllnocycline は全 く 受容体活性を示 さ な か っ た 。 カ テ コ ール アミ ン類の 中
では、 norepinephr町、 epinephrine と dopamine は よ く 硫酸化 さ れ た が、 dopaや
octopamine は そ れ よ り も イ郎、値 と な っ た 。 3，3' ， 5 ・Triiodothyronine (T 3) は出yroxine (T 4) 
よ り も 硫酸化 さ れ易 い こ と か ら、 5'位のヨウ素が フ ェ ノ ー ル性水酸基の 硫酸化の障
害 と な る た め で あ る と 考え ら れ る 。
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Pyridoxin (VB6)(0 .8  mM) 
Pyridoxal (0 . 8  mM) 
Pyridoxal phosphate (0 . 8  mM) 
Pyridoxamine (0 . 8  mM) 
Folic acid (5 mM) 
Activity (%) 























Thyroxine (T4) (0 . 1 6  mM) 
3，3'，5 -Triiodothyronine (T3) 















Specific activity of 出e enzyme was 5.21 U/mg protein in a PNS-tyramine system， which was 
tはen as 100% . Final acceptor concentrations were 9.2 mM except VB6 derivatives， folic acid， T4 and 
T3 whose白lal concentrations were indicated in paren出eses . a)The activities were measured 
fluorometrically using MUS as a donor. 
Dopamineを 硫酸受容体、 PNS を 硫酸供与体 と し てASSTの 酵素反応を行 っ た と き
のHPLCパ タ ー ンを Fig . 8 に示 し た 。 反応開始後 2 時間 で は 、 dopamine-O・sulfate の 大
小 2 つ のピー ク が生成 し た 。 こ の 2 つ のピー ク の生成比 はretention timeの短 い方が、
85% で、 長 い方が、 15%で あ っ た 。 こ の 2 つ のピー ク が、 3位、 4 位 いずれが硫酸化
さ れ た も の で あ る か を検討す る た め 、 こ れ ら化合物 の 有機化学的合成を行 っ た 。 こ
の合成 し た硫酸化体 と 酵素反応生成物をHP LCで 同 定 し た と こ ろ 、 85 % のピー ク が
dopamine- 4-sulfate と 一致 し 、 dopamineで は 、 酵素的 に 4 位すな わ ちp-位が硫酸化 さ れ
やす い こ と を確認 し た 。 さ ら に 、 dop初出cふsulfate と ASSTを他の受容体非存在下で・
反応 し た と こ ろ 、 dopamine-4・sulfate が生成 し た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 m-位 の 硫酸基












Retention time (min) 
Fig. 8. HPLC Chromatograms of Sulfated Dopamine 
HPLC conditions: column， Microsorb C・18 5 μ m (4.5 x 250 mm); solvent， 1 0% MeOHlO.1 % 
TFA; flow rate， 1.0 ml/min; wavelength， 280 nm. A reaction mixture contained 0 . 1 ml of 5 mM 
dopamine， 0.1 ml of 5 mM PNS ，  0.2 ml of 0. 1  M Tris-HCl buffer (pH 8.0) and 0.2 ml of e回yme
(5 .21 U/mg protein， 50 μ g). After incubation of the reaction mixture at 3T'C for 2 h， 90 μ 1  of a 
民action mixture and 10 μ 1  of 5 mMむyptophan (i-STD) were injected into HPL C. 
Met-e工Lkephalin と Leu-enl∞phalin を 用 い
旧LCパ タ ー ン よ り 収量を求めTable 2に%で示 し た 。
CCK-8" kyotorphin" 硫酸受容体 と し て 、
て、 PNS と 6 時 間 酵素反応後 、
ま た 、 kyotorphin と
CCK-8 も 硫酸化 さ れ、 反応24時間後 に は そ れ ぞれ5 1 % 、 84%硫酸化 さ れ た 。
鎮痛性ペ プ チ ド で あ る enkephalinは非常 に よ く 硫酸化 さ れ た 。
Substrate Specificity (Peptides) Table 2. 
Yeild (%) Amino Acid Sequence Acceptors 
28.6 YA Kyotorphin 
3 1.3 DYNGWMDF-NH2 CCK-8 
96.1 YGGFM Met -Enkephalin 
98.1 YGGFL Leu-Enkephalin 
Yeild (%) was calωlated by HPLC 組alysis a丘町6 hr incubationほ370C.
-15-
薬理主学的活-1畦
ASSTの よ い基質 で あ る tyramine は 、 ラ ッ ト よ り 単離 し た 心臓のnorepinephrine依
存性のchronotropic(変 時性) と ino廿opic(変力性)の反応 を 増強す る こ と が知 ら れ て い る 。
酵素的 に 硫酸化 し たtyramine-O-su lfate は こ の ど ち ら の 反応 に も 影響 し な か っ た(Fig . 9)。
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Fig. 9. Effects of Tyramine and Tyramine-O-sulfate on Chronotropic and Inotropic Responses. 
The rat was killed by scaffold and the heart was removed rapid ly. (a)百le right a仕ia con仕acted
spontaneousl y 釦d were used to chronotropic responses . (b)百le le立a仕ial preparations， indicating 
inotropic effects (measured as contraction amplitude (cm))， were driven at 0.5 Hz by elec凶ω1 field 
stimulation. 
さ ら に 、 dopamine- 4-sulfate につい て 、 本学和漢薬研究所生物試験部門 に binding assay 
に よ る 活性測定を依頼 し た と こ ろ 、 [3H]spiperone と のre∞ptor competitionは 10・3 M
dopamine・ 4・sulfateで も 認め ら れ な い と の報告で あ っ た 。
Leu・Enkephalinの 硫酸化の影響を 、 モ ルモ ッ ト 回腸縦走筋 に 電気刺激を与え 、
acety lcho line遊離 に よ る 収縮作用 で測定 し た 。 3 x 10・7 M enkephalinで' 46%抑制 さ れ た 標
本は、 10・ 5 M enkephalin-O・sulfateで-約12% 回復 し た(Fig . 10)。 さ ら に 、 10・ 3 M
enkephalin-O-sulfateで、上昇 し た 収縮力 は2 x 10・7 M e出ephalinに よ っ て抑制 さ れ た こ と
か ら 、 enkephalin-O・sulfate に よ っ てopiate性でiまな い何 ら か の アセチ ルコリ ンの遊離が
み ら れ る と 考え ら れ た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 enkephaEn-O-sulfate はenkephalinの ア ン タ
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Fig . 10. E百'ects of Leu-Enkephalin and Leu-Enkephalin・0・sulfate on Guinea-Pig lleum 1ρnglωdinal-
Myenteric Plexus Preparation. 
百le inotropic effects were driven at 0 .1 Hz by electrical field stimulation . Squ訂e wave pulses 
of 1 V and 1 msec were delivered to platinum electrodes on musde holder. 
つ ぎ に 、 kyotorpmn と そ の 硫酸化体の薬理活性 に つ い て は 、 簡便な 方法が得 ら れ
な か っ た た め 、 kyotorpmnの ア ミ ノ ペプチダー ゼ 阻害作用 を検討 し た47 ) 。 ASST用 い
て硫酸化 し たkyotorphin-O-sulfate をHPLCで、分取後 、 凍結乾燥 し 標 品 と し て使用 し た 。
ア ミ ノ ペ プチダー ゼ活性 は 、 Leu-enkephalin を基質 と し て 用 い 、 HPLCで解析 し た(Fig.
11) 0 Kyoto中hin と kyotorphin-O-sulfate は 、 そ れ ぞれ ア ミ ノ ペ プチダー ゼ と 30分 間
preincu bati on し た 後 、 Leu-e出ephal inを 加 え 、 6時間後 と 24時間後 に 基質 の 減少を 測 定
し 、 Table 3 に ま と め た 。 こ の結果、 33 μ M kyotorphinは約50% の 阻害作用 を有 し た が、
kyoto中hin-O・sulfate は 、 ア ミ ノ ペ プチダー ゼ活性を全 く 阻害 し な か っ た 。 こ の こ と よ
り 、 kyotorpmn は 、 硫酸化 に よ り ア ミ ノ ペ プチダー ゼ 阻害作用 を失 う こ と が明 か に な
っ た 。
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Fig .  11. Effects of Kyotorphin and Kyotorphin-O・sulfate on E凶∞phalin Degradation by 
Aminopeptidase. 
Aminopeptidase (Leucine aminopeptidase， Cytosol ，仕om Porcine kidney Type III-cP (Sigma)) 
0.1μg (200 U/mg protein) was used for each measurement. Final concentrations of Kyotorphin 叩d
Kyotorphin-O-sulfate were 3.3 x 10・5M. A白lal concentration of Enkephalin was 3.3 x 10・4 M.
Table 3. Effects of Kyoto中hin and Kyotorphin-O・sulfate on Enkephalin Degradation by 
Aminopeptidase. 
Enkephalin Degradation (%) 
Addition 
24 h 6 h  
4 1 .3 28.8 Aminopeptidase 
20.0 10 .8  Aminopeptidase + Kyotorphin 
43.6 22 .6  Aminopeptidase + Kyotorphin-O-sulfate 
プロテアーゼに対する感受{ヰ
体内 に お い て 、 生理活性ペプチド は種 々 の プロテ ア ー ゼ に よ っ て加水分解 さ れ 、
不活性化 さ れ る 56 ) 。 し か し な が ら 、 こ れ ら ペ プチ ド 中 の チロ シ ン残基が硫酸化 さ れ
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る と プ ロ テアー ゼ に 対す る 抵抗性が上昇す る も の と 考え ら れ る 。 こ の こ と よ り
enkephalin-O-sulfate お よひ。kyotorphin-O-sul fateを種々 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て処理 し た 。
ま ず、 合成基質で あ る Ac-TyトNH2 と Bz曲TyトNH2 を 酵素的 に 硫酸化 し 、 キ モ ト リ
プ シ ン で処理 し た 。 Table 4 に 示 し た よ う に 硫酸化 に よ っ て 、 Ac-Tyr-NH2 と Bz-Tyr-
NH2 の 分解率は 、 そ れ ぞれ1/2 と 1/10 に 減少 し た 。
Table 4 .  Hydrol ysis by  Chymotrypsin 
Hydrolysis (%) 







Non-sul fated Substrate 
58.2 
72.7 
1.11 M Ac-Tyr-NH2 was enzymatical ly su l fated in 出e presence of PNS ， and 出e sul fated 
product was hydrolyzed by the addition of 1 mg of chymotrypsin (62 U/mg protein) for 24 h at 
370C. 1.11 M Ac-Tyr-NH2 was hydrolyzed under the same conditions . 0 .42 M Bz-Tyr-NH2 
was enzymatically su l fated by the addition of 0 .5 mg of chymotrypsin (62 U/mg protein) for 
24 h at 370C .  0 .42 M Bz-Tyr-NH2 was hydrolyzed under the same conditions . 
次 に 、 enkephalin と enkephalin-O-sulfateを キ モ ト リ プ シ ン 消化 し た 。 そ の結果 、
Fig .  12 に 示 し た よ う に 、 enkephalin は加水分解を う け、retention出le 4 分 にtyrosine 、
6分 に leucine 、 12分 に Gly-Gly-Phe、 20分 にTyr-Gly一仁均一Phe残基 と 推定 さ れ る ピー ク
がみ ら れ た 。 Enkephalin-O-su l fate も 加水分解を う け 、 retention time 7分 に Leucine、 9分
にTyr(OS03H)ーGly-Gly-Phe と 考え ら れ る ピー ク が検 出 さ れ た が、 12分、 20分 のピー ク
は認 め ら れ な い の で\Tyr(OS03 H)-Gly結合 は 切断 さ れ な い と 推察 し た 。 ま たenkephalin
分解酵素 と し て よ く 知 ら れて い る ア ミ ノ ペ プチダー ゼ消化を試み 、 そ の結果をFig.
13 に 示 し た 。 Leu-Enkephalin-O・sulfate を 基質 と し た 時 に は 、 Leu-e此ephalin消 化で、用 い
た酵素の10倍量を 用 い て初め て わずかな 分解が認 め ら れ た 。 こ の分解率は 、 非硫酸
化体の約1/40で あ っ た 。 ま た 、 Leu-e出ephal in は加水分解 に よ り N末 の チ ロ シ ン残基
が切れ 、 Gly-Gly-Phe-Leu と な る こ と をretention time 21分のピー ク を分取 し 、 DABITC
法に よ る N末端分析を行 う こ と に よ り 確認 し た 。 こ の テ ト ラ ペ プ チド は 、 Leu-
enkephalin-O-sulfate分解で- も 微量生成 し た 。 ま た こ の と き 、 HPLCの 溶 出 条件を変え
る こ と に よ り 、 Tyr(OS03 H) を確認 し た(溶 出 溶媒 5% 1\1eOHlO.1 % TFA)。
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Fig .  12. E凶(ephalin and Enkephalin-O-sulfate Hydrolysis by Chymotrypsin 
Chymotrypsin ( α -Chymotrypsin， Bovine Pancreas Type I -S， Sigma) 2 μ 1 (62 U/mg protein) was 
used for each measurement. Final concentrations of E凶∞phalin and E叫cephalin-O-sulfate were 1.67 
mM. 
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Fig. 13 .  Degradation of Leu主nkephalin and Leu-E出ephalin-O-sulfate by Aminopeptidase. 
Aゐmino叩pe句ptidase (lρ却u∞n即eA必I凶T
(ο20∞o U/加mgp戸ro此t匂em同) wa俗s u凶S巴吋d fl伽O町r Let却u-εEn出1水kε叩phalin degradation a組nd 40 μ g was used fl伽0町r Leu-
Enkephal in-O・sulfate. Final concentrations of Leu-E凶∞phalin 釦d Leu-Enkephalin-O-sulfate were 
3.3 x 10・4 M.
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Kyotorphin を 、さ ら に 、 kyotorprunの カ ル ボキ シ ペ プチダー ゼB処理を行 っ た 。
24時間 カ ル ボ キ、ンペ プチダーゼ、で、加 水分解 し た と こ ろ Fig . 14 に 示 し た よ う に 、 約
40%分解 し 、 tyrosineが検 出 さ れ た 。 同 様 の 実験を 硫酸化体で・行 っ た が、 全 く 分解 さ
ま た 、 5 x 10・5M kyotorprunの 硫酸化体 お よ び非硫酸化体そ れ ぞれ に プ
前者は水解を
れな か っ た 。
ロ ナー ゼ(10 μ g， 1 ，000，000 チ ロ シ ン U/g，科研製薬) を処理 し た 場合、
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Fig. 14. Hydrolysis of Kyoto中hin and K yoto中hin-O-sulfate by Carboxypeptidase B 
Carboxypeptidase B (Porcine Pancreas， Sigma) 1 . 1 μ g (130 U/rrlg protein) was used for each 
measurement. Final concentrations of Kyotorphin and Kyoto中hin-O-su lfate were 5 x 10・5M. 
プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 、以上の こ と よ り 、 ペ プ チド 中 の チ ロ シ ン 硫酸化体 は 、
著 し い抵抗性を 示す こ と が明 か に な っ た 。
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2ふ2 配糖体およびアグリ コ ンの位置特異 的 硫酸化
西日糖体とそのアグリコンの酵素的硫酸化
植物 由 来の3種類の配糖体とそのア グ リ コ ン をASST によ り 、 酵素的 に 硫酸化
し た(Table 5) 。 配糖体で あ る rutinや esculin はtyramineと比べて 、 ほとん ど硫酸化 さ れな
か っ た が、 baicalinはよ く 硫酸化 さ れ た 。 そ れ らのア グ リ コ ン で あ る qu紅白山、
esculetin、 baicaleinはtyramineと同 様 ま た はよ り 良い基質とな っ た 。 すで に ASSTによ り
quercetin は位置特異 的 に 3，3'，7位が硫酸化 さ れ る こ とを 報告 し て い る ので23)、 今 回 は 、
esculetinの水 酸基のど、の位置が硫酸化 さ れ た かを検討 し た 。

















Activity for tyramine as an acceptor was taken as 100 .  
a) The activities were assayed in a MUS・tyramine system . 
Fina l a∞eptor concentrations were 0 . 1 mM. 
b)百le activities were measured with HPLC using PNS 












PNS に 対 し てesculetinを モ ル比で'3 倍量加 え て 酵素反応を 行 い 、 HPLCで反応
を追 っ たと こ ろ 、 24時 間 で プ ラ ト ー に達 し た。 Fig. 15・B に示 し た よ う に 反応48時 間
後のHPLCパ タ ー ン で は 、 PNS は検出 さ れず、 retention tÏme17分 に 生成物のピ ー ク が
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Fig . 15. Isolation of Esculetin-S by Reverse-Phase HPLC. 
官官 reaction mixture (150 ml) contained 1.3 mM PNS，  4 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) and 出e
enzyme ( 162 units). It was incubated at 370C for 0 min (A) 釦d 48 h (B). A 10 μ 1 aliquot of the 
reaction mixture was injected after mil lipore fil tration. 
反応生成物の構造を解析す る 前 に esculetinの13 C-NMR ス ペ ク ト ラ ム を 測定 し
さ ら に l H- 1 3 Cて 、 す で に 報告 さ れて い る 値と同一で- あ る こ とを確認 し た48) (Table 6) 。
COSYス ペ ク ト ラ ム で は 4 つのプ ロ ト ンの シ グ ナ ルとそ れ ぞれのカ ー ボンのピ ー ク と
の聞 に相 関 が認め ら れ た。 反応生成物のnegative ion FAB-MS での(M-H)-イ オンピ ー ク
はm/z 257で あ り 、 C9H607Sの構造式の分子量と一致す る こ とか ら 、
esculetin-O-sulfate
体(esculetin-S)で あ る と確認 し た。 l H-と13 C-NMR を 測定 し て 、 1 H_ 1 3 Cと1 H_ 13 C  long-
range COSYス ペ ク ト ラ を得た(Fig. 16)。 その結果、 4 級 カ ー ボン で あ る δ 14 1.38 (C-
6) は5-H( δ 7.20， s)と8・H( δ 6.27， s)とに long-range ∞πelationがみとめ ら れ 、 一方 4 級 カ
ー ボンの δ 154.35 (C-9) は4・H( δ 7.68， d ，  J=9.0 Hz)と5・I-I( δ 7.20， s)と8-H( δ 6.27， s)と
にlong-range ∞πelationがみとめ ら れ た 。 こ れ らの こ と よ り 、 前者 は 6 位のカ ー ボン 、
後者 は 9 位のカ ー ボンと帰属 し た 。 他のlong-range correlation はFig. 1 7 に示 し た 。 最終
esculetin-Sのl H-NMR ス ペ ク ト的 に 帰属 し た l Hと13 Cの シ クヂナルはTable 6に ま とめ た 。
し か し な が ら 、 1 3 C-NMR ス ペ ク ト ラ ム で
比較す る と、 esculetin に対 し てesculetin-Sで はC-10の シ グ ナ ルが 明 ら か に 高磁場側 に
シ フ ト し て お り ( δ 1 10.78→ 104.56) 、 ま た C・5、 C-7とC-9で は低磁場側 に シ フ ト し て
い た ( δ 1 12.36→1 19.40， 150.40→165.82， 148.52→154.3.5)(Fig. 17)。 他の シ グナ ル は
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ラ ム はesculetinと非常 に似て い た(Table 6)。
こ れ らの シ グ ナ ルの シ フ ト は過去の我 々 の報告
電子密度 は
esculetinとほ ぼ 同 様の位置で あ っ た 。
と一致 し て い る 25) 。 す な わ ち 、
可'
。sulfate基が電子吸 引 基 で あ る た め 、
ortho位 とpara位 の カ ー ボンで減少 し 、 明 ら か な 低磁場 シ フ ト が認 め ら れ る 。 そ し て 、
me臼位のカ ー ボン は影響を 受 け な いが、 硫酸基のつ い て い る カ ー ボンの電子密度 は
増加 し 、 高磁場 に シ フ ト す る 。 こ れ ら の こ とよ り 、 esculetin-S 'i "  6- O-sulfate体で あ
る と 同 定 し た 。
Table 6 .  1 H- 組d 1 3  C-NMR Data for Esculetin 釦d Esculetin-S . 
Esculetin-S Esculetin 
Position 
δ C δ H δ C δ H 
1 6 1 . 96 s 1 60 .81  s 2 
104.22 d 5 . 73 d (9 .0) 1 1 1 . 5 1  d 6 . 1 6  d ( 10 .0) 3 
144. 90 d 7 .68  d (9 .0) 144 .45 d 7 .86  d ( 10 .0) 4 
1 19.40 d 7 .20 s 1 12.36 d 6 .97 s 5 
141 .38 s 142 .90 s 6 
1 65 . 82 s 150 .40 s 7 
104 .35 d 6 .27 s 102 .68 d 6 .73 s 8 
154 .35 s 148.52 s 9 
104 .56 s 
δ values in ppm were measured in DMSO-d6 . Multiplicities of carbon signals were indicated 
as s and d . ωupling constants (白川e in parentheses . Signal assignments are based on the 
analysis of 出e 1 H_1 3C  and 1 H_ 1 3C  long-r釦ge COSY spect.ra. 
1 10 .78 s 10  
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Fig. 17 .  Comparison of the 13 C-N乱1R Signals of Esculetin with lbose of Esculetin-S . 
2-3 考察
2-3- 1 カ テ コ ー ル ア ミ ン と チ ロ シ ン 含有ペ プチ ド の 硫酸化 と 薬理学 的 性質
こ れ ま で に 、 種 々 の動物組織 に 分布す る PST に よ り 、 0-硫酸化 さ れ る フ ェ ノ ー
ル性化合物 の役割 を 解 明 す る た め に い く つか の研究がな さ れて き た8刈 ) 。 こ れ ら の
酵素の 硫酸供与体 はPAPS の みで あ る が、 PAPS は 、 我 々 が単離 し た新 し し 1 タ イ プの
硫酸転移 酵素ASSTの 硫酸供与体 と は な ら な い19 ) 。 そ こ で今 回 、 種 々 の 化合物 の 受
容体活性を検討 し た と こ ろ 、 い く つ か の 薬物 と カ テ コ ー ル ア ミ ン 類が本酵素の 良 い
基質 と な る こ と が明 か に な っ た 。 ヒ ト 脳 由 来の PSTで はdopamine は 主 に 3 位の水酸基
が硫酸化 さ れ る こ と が報告 さ れて い る 50 ) 。 し か し な が ら 、 わ れ わ れ のdopamine と
Q-， m-お よ ひ'p-acetamidophenolの結果か ら 、 細菌 由来 の 酵素 は 、 4 位 の フ ェ ノ ー ル性水
酸基を 硫酸化す る こ と が明 か に な っ た 。 こ の こ と か ら も 、 こ の 酵素が新 し い タ イ プ
の 硫酸転移酵素で あ る こ と が示 唆 さ れ る 。
薬理実験 に よ り 、 tyramine は 、 酵素的 硫酸化 に よ り 不 活化 さ れ る こ と が明 か に
な っ た 。 Tyramine は 、 tyrosine の ヒ ト 腸 内細菌 由 来decaI加xylase に よ る 代謝物で あ り 、
ド ー ノ ミ ミ ン神経系 で偽神経伝達物質 と な る た め旬 、 細菌 の 硫酸転移 酵素 に よ る 硫酸
化 は 、 ヒ ト 腸 内 に お け る tyramineの 解毒作用 と 考え ら れ る 。 さ ら に 、 enkephalin-O-
sulfate は 、 opiate agonist と は な ら な か っ た 。 こ の結果 は 、 脳で、 Leu-enkephalinの 生理
的活性がtyrosine残基の硫酸化 に よ り 、 阻害 さ れて い た こ と と 一致す る 52) 。 同 様 に 、
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angiotcnsin- II のtyrosine残基 も 本酵素 に よ り 硫間変化 さ れ 、 angiotcnsin に 比べて 単離平滑
筋 に 対す る 収縮作用 が弱 く な る こ と が明 か に な っ て い る 53 ) 。 こ れ ら の こ と よ り 、 フ
ェ ノ ー ル性化合物ゃ い く つかのtyrosine含有ペプチ ド の 本酵素 に よ る 硫酸化 は 、 ヒ ト
腸 内 に お け る 解毒作用 で あ る と 考え ら れ る 。 一方、 い く つ か の ペ プ チ ド ホ ルモ ン
(CCK， caeru lc in， phyllocaerule in)は 硫酸化体で・ の み特徴的 な 生理作用 を現す こ と が知 ら
れ て い る 54 ，5 5 ) 。 CCK・8の非硫酸化体 は 、 本酵素の 良い 基質で あ る 。 以 上の こ と よ り
こ の 細菌 由 来 のASSTは 内 因 性 あ る い は外 因 性 の フ ェ ノ ー ル性化合物の 解毒作 用 の み
な ら ず、 活性化作用 に も 影響を お よ ぼ し て い る と 考え ら れ る 。
さ ら に 、 ペ プチ ド ホ ルモ ン の生理 的活性は、 体 内 で の 酵素的 な 代謝 〈 ペ プチ ド
結合の 切断 〉 に よ り 、 失活す る こ と が報告 さ れて い る お ) 。 特 に 、 enkephalinの 生理
活性 は 、 血 中 お よ び脳 内 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ り す ばや く 代謝 さ れ る た め 、 非常 に 短
い こ と が よ く 知 ら れて い る 57 ) 。 ま た 、 硫酸化 さ れ たtyrosine残基 を持つcaeruleinや
york protein 2 はお り:troで- キ モ ト リ プ シ ン 消 化を う け な い こ と も 明 か に な っ て い る 58 ) 。
今 回 、 0・硫酸化 さ れ た ペ プチ ド を 用 い て 、 プ ロ テ ア ー ゼ消 化 に 対す る 影響を検討 し
た と こ ろ 、 硫酸化 さ れ たtyrosine残基 の C-末端側 は プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 抵抗性 を 示
す こ と が明 か に な っ た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 ペ プ チ ド ホ ルモ ン のtyrosine残基がASST
に よ り 、 硫酸化 さ れ る と 、 こ れ ら の ペ プチ ド は体 内 で す ぐ に 加水分解 さ れ に く く な
り 、 体 内 で の ペ プチ ド、 の安定性 に tyrosine残基 の 硫酸化が重要 な 役割 を 果た し て い る
可能性が示唆 さ れ る 。
2ふ2 配糖体お よ び ア グ リ コ ン の 位置特異 的硫酸化
植物や 生薬成分の ポ リ フ ェ ノ ー ル類 に は 、 β -glycoside体や β -glucuronide体の も
の が多 数存在 し て い る 。 こ れ ら の 配糖体 は 、 ヒ ト お よ び、動物 の 消 化酵素で は水 解 さ
れ に く く 、 腸 内 菌 由 来の 酵素 に よ っ て ア グ リ コ ン と 糖 に 分解 さ れ る 。 糖 は 腸 内 細 菌
の栄養源 と な り 、 ア グ リ コ ン は 吸収 さ れ る か 、 さ ら に 他の腸内 菌酵素 に よ っ て代謝
さ れ る 。
腸 内優勢菌EβEubωaC仰f白eriu.プ古均um
植物や ヒ ト 肝臓 中 でで‘硫酸化 さ れ た ポ リ フ エ ノ 一 ル を 内 因 ↑性生の硫酸供与体 と し て 、 さ
ら に 腸 内 菌 に よ り 加水分解 さ れ た フ ェ ノ ー ル性 ア グ リ コ ン を 硫酸受容体 に し て 、 硫
酸基 の 転移 を触媒す る 可能性が考え ら れ る 。 す で に 本研究室で は 、 日 常 的 に 摂取 す
る 植物や薬 と し て服用 す る 生薬 に 含 ま れ る タ ン ニ ン や フ ラ ボ ン 類のASST に よ る 硫酸
化を報告 し 、 quercetin， (+ )-catechin， isoamylgal late と や)-epigallocatechin gallateの 酵素的 研し
酸化体の化学構造を 明 ら か に し て い る 23-25 ) 。 今 回 の 結果 よ り 、 ア グ リ コ ン で あ る
esculetin と baicaleinがASST に よ り 硫酸化 さ れ 、 今 回 実験 に 用 い た ア グ リ コ ン はす べ て
も と の 配糖体 よ り も は る か に 硫酸化 さ れ や す い こ と が明 か に な っ た 。 こ れ ら の こ と
よ り 、 配糖体の糖部の親水性や立体 的 な 障害がASSTに よ る 硫酸化を 妨 げて い る と 考
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え ら れ る 。 さ ら に 、 度取 し た 配糖体 は 、 腸管で最初 に β -glycosidase に よ っ て 加 水分
解 さ れ 、 そ の 後 そ の ア グ リ コ ン がASST に よ り 硫酸化 さ れ よ り 水 に 可溶な 形 に 代謝 さ
れ る と 推測 さ れ る 。
Esculin は ト チ ノ キ 中 に 含 ま れ る ク マ リ ン 誘導体 で 、 組tihepatotoxic活性を も つ こ
と が知 ら れ て い る 59) 。 EseuliI1は し ば し ば β -glucosidase活性を ス ク リ ー ニ ン ク守す る た
め の 基質 と し て 用 い ら れ 、 多 く の細 菌がesculin をesculetinへ と 加水分解す る β ー
gl ucosidase活性を有す る こ と が報告 さ れて い る 60 ) 。 ア グ リ コ ン で あ る escu letin に は
硫酸化 さ れ る 可能性の あ る 水酸基が 2 個存在 し て い る が、 esculetin に 対 し て PNS を過
剰 に し て 酵素反応を行 っ て も esculetinの 硫酸基の数 は一個 の み で あ っ た 。 ま た こ の
mono-su lfate体の化学構造 はNMR よ り 、 esculetin-6-sulfate で- あ っ た 。 さ ら に 、 escu l in は
ASSTに よ り 硫酸化 さ れ な か っ た こ と よ り 、 ASST に よ り 生成 し たescu letin-S は 、 6-
hydroxy groupが硫酸化 さ れ た も の で あ る こ と が明 か に な っ た 。
生薬、 黄苓 の主成分で あ る bai叫加は 、 漢方薬 と し て炎症、 化膿|生皮膚炎 、 ア レ
ル ギ ー 症状 、 高脂血症や動脈硬化症 の 治療 に 長年使 わ れて き た61 ) 。 BamH11を ラ ッ ト
に 経 口 投与す る と 、 そ の 硫酸エ ス テ ル体(6- 0- ß -glucopyranurosyl-baicalein 7・ O-sulfate)
が胆汁排池物の な か に 見 出 さ れ て い る 62 ) 。 こ の こ と よ り 、 こ の 硫酸エ ス テル体が
ヒ ト 腸管でASSTの 硫酸供与体 と な る 可能性が考え ら れ た 。 ま た 、 in vitroでASSTに よ
り baical in よ り も baicaleinの 方が硫酸化 さ れやす い こ と と 、 こ れ ま で の わ れ わ れ の 実験
で 、 カ ル ボニル基の 存在 に よ り 酵素的 硫酸化が 阻害 さ れ て い る こ と か ら 24) 、 baicalein
は6位 あ る い は7位の水酸基が硫酸化 さ れて い る と 推測 さ れ る 。
以上の こ と よ り 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル の場合、 配糖体 よ り も ア グ リ コ ン の 方が
ASSTの よ い基質 と な る こ と が 明 か に な っ た 。 ま た 、 フ ラ ボ ン や タ ン ニ ン 類 と 同 様、
ク マ リ ン 誘導体のesculetinをASSTに よ り 硫酸化 し 、 そ の 化学構造を 明 ら か に し た 。
こ れ ら の こ と よ り 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル類の位置特異 的 硫酸化 に は細菌 由 来 の 酵素を 用
い た 硫酸転移反応が有用 で あ る こ と が確かめ ら れ、 野菜な ど の 食 品 や 生薬 に 含 ま れ
る フ ェ ノ ー ル性化合物 の代謝 に こ の 酵素が重要 な 働 き を し て い る こ と が考え ら れ る 。
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、・v第 三章 基質の物理化学 的性質 と 硫酸化活性
本酵素は 、 ping pong bi bi mechaillsmで硫酸基 の 転移 を触媒す る が、 基質 の物理化学 的
性質 と 酵素反応 メ カ ニ ズム の 関 係 は 明 か と な っ て い な い 。 そ こ で 、 pKaの 異 な る 基質 を 用
い て 、 そ の違い と ASST活性 と の 関 係 に つ い て 、 至適pHや I(m値 を 求め る こ と に よ り 検討
し た 。
3・ 1 実験材料お よ び実験方法
21_4_-D_wÍ1rophenylsu lfate (DNS)の合成法
DNS カ リ ウ ム塩の合成 は 、 Fendler と Fendler ら の 方法26 ) に 従 っ て 以 下 の 通 り 行
っ た 。 Dimethylaill ine 1 1 .73 ml ( 1 2 .5 mmol)を 、 carbon disulfide 1 2 .5  ml に 加 え て -16 ，__， ・
2 1 0C に 冷却 し 、 chlorosulfonic acid 2 .32 ml (35 mmol) を滴下 し 、 35 ，__， 400C に し て 、 2，4-
dinitrophenol 4 .6 g (25 mmol) を加 え 、 14時間室温で反応後 、 o oC に し て 冷4 M KOH 50
mlを反応液 に す ばや く そ そ ぎ、 ろ 過 し た 。 さ ら に 、 95% EtOH 20 mlで 3 回 洗 い乾燥
し た 。 つ ぎ に 、 acetonitrile (dinitrophenol 除去) に 懸濁 し 、 300 rpm 、 10分 間遠心後 、 上
清を取 り 、 濃縮 し 、 黄色結晶(1 . 8 g) を 得 た 。 こ の結晶 を IRで 同 定 し た 。 ま た 、 純度
を逆相系 HPLCで測定 し た と こ ろ 、 95 %で あ っ た 。
酵素の 調製 と 活件測定
酵素は 、 第一章 に 述べ た 方法 に 従 っ てEubacterium A -44 よ り 部分精製 し た22) 。
酵素活 性 は 、 第一章 に 示 し た よ う に 硫酸受容体標品 と し てtyramineを 用 い 、
PNS を 硫酸供与体 と し て 測定 し た 。 蛋 白 定量 も 第一章 に 示 し た 方法で行 っ た 。
pH1NU定法
反応液のpH は 、 ガ ラ ス 電極(Orion， SA520， U .S . A.. ) で測定 し た 。
物理定数
用 い た フ ェ ノ ー ノレ性化合物 のpKa は以 下の 通 り で あ る 63 ) 。 2F4-diIlitrophenol :
4 . 1 1 ， p-nitrophenol : 7 . 1 5 ， 2，4・dichlorophenol : 7 . 85 ，  o-chlorophenol : 8 .48 ，  p句chlorophenol : 
9 . 38フ phenol : 9 . 99 ，  p-cresol : 1 0 .26 . 
3・2 実験結果
pKa値の異 な る 4 種の フ ェ ノ ー ル性化合物を 硫酸受容体 と し て 、 ASSTを 用 い
て 硫酸転移 活性を PNS あ る い はDNS を 硫酸供与体 と して求め た 。 PNS は こ れ ま で一
般的 に 本酵素の よ い硫酸供与体で あ っ た が、 pKaが4 . 1 1 の2，4・d initrophenol に 対 し て は
全 く 反応 し な か っ た(Table 7)0 DNS はp-nitrophenol (pKa=7 . 15) と 反応 し 、 そ の 硫酸基
は今 回 用 い た すべて の フ ェ ノ ー ル化合物 に 転移 し 、 PNS の 硫酸基 はphenol (pKa=9 .99) 
とp-cresol (pKa= 10 .26) に 転移 し た 。
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Table 7 .  Substrate Specificity of ASST with Different Donors. 
Acceptors pKa 
2，4・Dini仕ophenol 4 . 1 1  
p-Nitrophenol 7 . 1 5  
Phenol 9 .99 











a Measured by HPLC (column， Microsorb C1 8 ; solvent， 10% MeOH/0. 1  % TFA) . 
b Activity for phenol as an acceptor and PNS as a donor substrate (4 .29 U/mg protein) 
is taken as 100 .  
PNS を 硫酸供与体 と し て 、 酵素活性の至適pHをpKaの 異 な る 5 種の フ ェ ノ ー ル
性化合物 を 用 いて測定 し た(Fig. 18)。 至適pH は 、 弱 ア ル カ リ 性付近で 、 基質 に よ り
異 な っ て い た 。 酵素活性はpHが10以上で‘非可逆 的 に不活性化 さ れ た 。 酵素活性がほ
ぼ安定 tJ pH の 間 で- は 、 活性の 至適pH は 、 2，4-dichlorophenol (pKa=7 .85) と o-chloro-
phenol (pKa=8 .45) でiま8.0 、 p-chlorophenol (pKa=9.36)て? は8 .5 、 phenol (pKa=9 .99) と p-
cresol (pKa= 10 .26)で は.9 .0 で、 あ っ た 。 こ れ ら の結果 よ り 、 酵素活性の至適pH は 硫酸受
容体 と な る フ ェ ノ ー ノ レ性化合物 のpKa値の 高 い ほ ど上昇す る こ と が明 ら か に な っ た 。
ま た 、 こ れ ら の基質 の 至適pH で・ の 硫酸化活性 は異な っ て お り 、 phenol の モ ノ ク ロ ロ
体 は活 性が高 く 、 phenol に 比べて2 �3倍で あ っ た が、 ジ ク ロ ロ 体 と な る と phenol と 同
程度の 活性 し か認め ら れ な か っ た 。 こ の こ と や2，6-dichloro-4-nitrophenolやpentachloro­
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Fig . 18 .  pH Activity Profi le  of ASST. 
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Using PNS as a donor substrat， pH activi守 profi les were measured for 1 mM each of phenol (0) ，  
2，4-d ichlorophenol ( ・) ， p-chlorophenol (口)， o-chlorophenol (副)， and p-cresol (企) as an acceptor， 
under the standard assay conditions . 
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さ ら に 、 sulfatase活性 と sulfotransferase活性を pH 7'"" 1 0の 問 で測定 し 、 HPLCで分析 し
た(Fig . 19)。 測定 し たpH の 範 囲 で、 は 、 PNS を 基質 と し た と き sulfatase活性は全 く 認め
ら れ な か っ た(Fig. 19 、 下段)。 し か し な が ら 、 硫酸受容体 の 基質 と し てphenol を加 え
た 場合pheny lsulfa teが生成 し (Fig . 19、 上段) 、 そ れ と 等 量 の PNP の 生成 も 認め ら れ、
至適pH も 9.0 で分光光度的 に 測定 し た結果(Fig. 1 8) と 一致 し た 。
ぱtzL 、
: 1 p H  8 I1 pH 9 I 
斗
Fig . 19 .  HPLC Chromatograms of Sulfo仕組sferase Activities (upper) 釦d Sulfatase Activities 
(lower) at Various pHs .  
HPLC conditions : column， chemcosorb 10-0DS; solvent， 5% MeOHlO. 1  % TFA; flow rate， 1 . 0 
mlImin; wavelength， 254 nm. A reaction mixture contained 1 mM PNS ， 20 mM Tris-HCl or glycine­
NaOH buffer， 20 μ g of enzyme and with (for ASST) or without (for sulfatase) 1 mM phenol .  
Reaction mixtures were incubated at 370C for 2 hr .  
PNS を 硫酸供与体 と し 、 5 種の フ ェ ノ ー ル性硫酸受容体 の 基質 を 用 い た と き
のLineweaver-Burk plotsを Fig . 20 に 示 し た 。 反応 は 、 そ れぞれの 硫酸受容体の至適pH
で行 っ た 。 Km値 は 、 2，4-dichlorophenol 、 0- 、 p-chlorophenol 、 phenol と p-cresolで、 そ れ
ぞれ0.22 1 ， 0 .39 1 ，  1 . 93 ，  3 .90 と 6 . 10 mMで- あ っ た 。 2，4-.dichlorophenol を 基質 と し た と














Fig . 20 .  Lineweaver-Burk Plot for ASST. 
Using PNS as a donor substrate， the effects of varying concentrations of various acceptors on 出e
fonnation of p-nitorphenol were measured under the standard assay conditions . Symbols were 出e
same as Fig . 1 8 .  
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Fig. 2 1 .  The Plot of Km Versus pKa of Phenol Acceptor Substrates . 
Km values were obtained from Fig . 20 . Symbols were 出e same as Fig . 1 8 .  
そ れ ぞれの フ ェ ノ ー ル性化合物 を 基質 と し て 、 pH の 変化 に 伴 う 、 ぬn値の変動
を み た 0 ・ log1 0 Km (pぬn)を縦軸 に 、 pH を横軸 に と っ て Fig . 22 に 示 し た 。 硫酸受容体
し カ、 し な カく ら 、 2，4-の Km値 は反応液 のpHが上昇す る の に 伴 い 、 著 し く 減少 し た 。
ぬn値の 変動 は ほ と ん ど認 めdichlorophenol と 0・chlorophenol で はpH 6 .5 か ら 1 0 .5 の 問 、
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Km values were determined 企om Lineweaver-Burk plot at various pHs for each aαeptor 
substrate . Symbols were 出e same as Fig . 1 8 . 
3・3 考察
今 回 の 実験 よ り 、 こ の細菌 由 来 の 硫酸転移 酵素は 、 低 し 'pKaを持つ フ ェ ノ ー ル
類か ら 高 し 'pKa を持つ も の へ の 硫酸基の転移 を触媒す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 す な
わ ち 、 よ り 酸性の フ ェ ノ ー ルの 硫酸エ ス テ ル体か ら 酸性 の 低 い フ ェ ノ ー ルヘ転移 し
て い た 。 こ の こ と は 、 硫酸エ ス テルの加水分解速度、 あ る い は硫酸エ ス テルの結合
エ ネ ルギ ー と 関 係 し て い る の で は な し 1 か と 考え ら れ る 。 2ヲ4・dini trophenol の ニ ト ロ 基
は 電子吸引 性で あ り 、 脱離反応が起 こ り や す い た め 、 DNS はPNS よ り も 非常 に 早い
速度で加水分解 さ れ る 26，64 ) 。 こ の こ と よ り 、 結合エ ネ ルギ ー の 高 い硫酸エ ス テルが
よ り 安定な 結合エネ ルギー の低 い硫酸エ ス テ ル と な る こ と が明 か で あ る 。 し か し な
が ら 、 ASST活性 は 、 PNS を供与体 と し 、 phenolやp-cresol を 硫酸受容体 と し た と き に
DNS よ り も 高 い値を示 し た 。 こ の こ と よ り 、 ASSTの 活 性 は硫酸供与体や受容体 と な
る フ ェ ノ ー ル化合物 のpKaの違い だ け で は な く 、 オ ル ト 位の 大 き な ニ ト ロ 基の 立体 的
な 障害 も 影響 し て い る こ と が示 唆 さ れ た 。
我 々 は す で に こ の 酵素の至適pH が基質 に よ っ て異な る こ と を報告 し て い る 21 ) 。
今 回 5 種のpKaの 異な る フ ェ ノ ー ル性化合物 を 用 い て そ の至適pH と pKaの 関 係 を 明 ら
か に す る こ と を試み た 。 比較的 低 いpKaを も っ硫酸受容体の場合、 至適pH も pH 8前
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後 と 低 く 、 pKaの 高 い 硫酸受容休 の 至適pH はpH 9前後 と 高 い こ と が 明 か に な っ た 。
こ の結果か ら 、 解離 し た フ ェ ノ ー ル性水 酸基が真 の 硫酸受容体で- あ り 、 至適pH は解
離 と 酵素の活性部位の構造変化 の 両 方 に 影響 さ れ る も の と 考え ら れ た 。 さ ら に 、 こ
の 酵素が実験 し たpH範 囲 で、全 く sulfatase活性を示 さ な い こ と も 明 か に な っ た 。
基質 に対す る 酵素の親和 性 と 酵素反応の 至適pH は 、 酵素や基質 ま た は酵素 と 基
質 の 複合体 の解離基 に 影響 さ れ る と 説 明 さ れて い る '27 ) 。 我 々 の 結果で は 、 TVfLし酸受容
体のpKa と Log1 0 Km と の 聞 に 直線関係 がみ と め ら れ た(Fig . 21 )。 一方、 pH と pKm の 聞
に も 規則 性が報告 さ れて い る 27 ) 。 す な わ ち 、 反応溶液 のpH に 対 し てpぬn を プ ロ ッ
ト す る と 、 変 曲 点 は触媒 因 子の う ち の一つ の 解離定数 と 関 係 し て い る 。 ラ ッ ト 肝臓
由 来の PST は 、 tyramineを 硫酸 受容体 と し た と き 、 pH 9 .0で た だ一つ の 負 の変 曲 点 が
み ら れ た 。 こ の Kmの変化 は 、 tyramineの ア ミ ノ 基のprotonation に よ る も の で、 p K 1 = 
9 .25 と ほ ぼ一致す る 64 ) 。 細 菌 由 来 のASSTで 5 種の 異 な る 硫酸受容体 を 用 い た場合 、
Fig . 22 に 示 し た よ う に 、 0・chlorophenol を 除 い て 、 変 曲 点 は ほ ぼp H 9 .0 に 認 め ら れ た 。
こ の傾 き の 負 の変化 はfreeな 基質 あ る い はfreeの 酵素の pKaを反映 し て お り 、 enzyme­
substrate複合体の影響 は な し \27 ) 。 硫酸受容体 は そ れ ぞれ異 な る pKaを も つ た め 、 こ
れ ら の 変 曲 点 はc町me の解離 に よ る も の と 考え ら れ る 。 す な わ ち 、 酵素の解離は酵
素の 受容体基質 に 対す る 親和性 に 影響す る 可能性があ る こ と がわ か っ た 。
以上の こ と よ り 、 pK値の異 な る フ ェ ノ ー ル性化合物 を基質 と し た と き 、 細 菌 由
来の 硫酸転移 酵素に よ る 硫酸化を行 っ た場合の基質活性 に 関 し て い ろ い ろ な情 報 を
得 る こ と がで き た 。 Ping pong bi bi メ カ ニ ズ ム で硫酸基が転移 す る こ の細 菌 由 来 の
ASSTで は 、 硫酸受容体の イ オ ン 化 と Km と の 聞 に 直線 関 係 が認 め ら れ た 。 さ ら に 、
種 々 の 硫酸受容体の Km値 に 対す る pH の効果 はfreeの 酵素の イ オ ン 化 に よ る も の で あ
っ た 。 し か し な が ら 、 ほ乳類の 肝臓 由 来の PST は 、 rapid equilibrium random bi bi 
mechanismで‘ あ り 66 ) 、 反応の Vmax:が フ ェ ノ ー ル性 の 基質 の 電子供与基 と 相 関 が あ る
67 ) 。 触媒反応 に 含 ま れて い る い ろ い ろ な 部位の解離 は 、 こ の よ う な 反応 メ カ ニ ズ ム
の違 い に よ る も の で あ る 可能性が考え ら れ る 。
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第 四章 酵素の 活性調節 に 関する検討
ASST、活性 は 、 S H基の化学修飾剤 で あ る PCMBやPCMS に よ り 阻害 さ れ、 種 々 の
phen)匂hosphate に よ っ て も 阻害 さ れ る こ と を報告 し て い る が19) 、 生体 内 で の 活性調節機構
を検討す る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド や金属 イ オ ン の影響 に つ い て 検討 し た 。 ま た 、 肝臓 由 来
の PSTの 阻害斉Ij に 対す る 影響 も 調べ た 。
4・ 1 実験材料 お よ び実験方法
実験材料
ATP、 GTP 、 ADP、 PPi と pentachlorophenol は和光純薬工業 よ り 購入 し た 。 UTP 、
CTP 、 UDP、 CMP と UMP は Boehringer M組出eun よ り 購入 し た 。 [ α _32p J ATP と
[ γ _32 p J ATPはNew Eng1and Nuclear よ り 購入 し 、 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 用 Bray ' s
reagent はBrayの 方法 に よ り 調製 し た68) 。
酵素の調製 と 活i牛測定法
酵素は 、 Eubacterium A・44 よ り 第一章 に 述べ た 方法 に 従 っ て 部分精製 し た22) 。
酵素活性 は 、 tyramineを 硫酸受容体 と し 、 PNS を 硫酸供与体 と し て 第一章 に 示
し た通 り に 測定 し た 。 蛋 白 定量 も 同様 に 行 っ た38 ) 。
酵素の 間害 と 活|ヰ化
ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ン 酸 、 金属塩化物 、 EDTA と pentachlorophenol は0 . 1 M Tri s-HCl 
buffer， pH 8 .0 に 溶解 し 、 そ れ ぞれ の 化合物 を 種 々 の濃度 と な る よ う に 酵素反応液 に
添加 し 、 酵素活性を測定 し た 。
ATP とASST と の結今
ATP と 酵素の結合反応 は以下の条件の も と で行 っ た 。 0. 1 M Tris-HCl buffer， pH 
7 . 0 に 溶解 し た 精製酵素(18 μ g) 50 μ l 、 [ α _32p J  ATP'あ る い は [ γ _32p J ATP (0 .37 
MBq， 1 1 1  TBq/mmol) 5 μ l と 2 mM 非放射性A胃、 さ ら に 0.2 M MgC� 5 μ l添加 ま た は
無添加 の反応液(total volume 80 μ 1) を 、 1 80分 間 、 180C で反応 し た 。 そ れ ぞれ の 反応
液 は50 mM Tri s-HCl buffer， pH 7 .0 で 0 .5 ml と し た後 、 Sephadex G-50 ∞紅白 colurnn ( 1 . 6  
x 3 7  cm) � こ 添加 し た 。 カ ラ ム は 、 50 mM Tris-HCl buffer， pH 7 .0 で溶 出 し 、 2 mlづっ分
取 し た 。 溶 出 サ ン プノレ0.25 ml に Bray 's reagentを加 え て 、 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー (Aloka， LSC 671) で放射活性を測定 し た 。
4・2 実験結果
4-2・ 1 阻害物質の検索
Mulder ら は 、 pentachlorophenol が ラ ッ ト 肝臓 由 来の 硫酸転移 酵素活性をin VÍtro 
で 、 2，6-dichloro-4-nitropheno 1 と 同 様 に 阻害す る こ と を報告 し て い る 69 ) 。 そ こ で、 今
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回ASST活性 に 対す る pentach lorophenol の影響を 調 べ た(Fig . 23) 。 硫酸受容体 と し て
tyramine ま た はphenol を 用 い た と き 、 25 .5 μ Mま た は34 μ M pentachlorophenol で酵素活
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Fig.  23 .  Inhibition of ASST Activity by Pentachlorophenol .  
ASST (0 .04 unit) was incubated in 出e presence of various concentr剖ions of  pentachlorophenol using 
PNS and tyramine (0) or phenol (・) as  substrates .  Each value shows 出e mean of 仕iplicate
detenninations. 
ほ乳類 由 来 の PST は 、 3 '-phosphoadenosine 5' ・phosphateやADP" ATP に よ り 阻害
さ れ る こ と が知 ら れて い る 31 ) 。 し か し な が ら 、 Table 8 に 示 し た よ う に 細 菌 由 来の 本
酵素は 、 ATP、 GTP 、 UTPやCTPの よ う な nucleoside 仕iphosphates (NTP) で は0 .6 mMで
阻害 さ れ た が 、 nucleoside monophosphates (NMP) やnucleoside diphosphates (ND P) 、
sodium phosphate で はNTP の 濃度の 5 倍量で も 阻害 さ れな か っ た 。
Table 8 .  Effects o f  Nucleotides and Mg2+ on the Activity of  ASST 
Compounds Compounds 
Mg2+* Activity (%)# Mg2+本Nucleotides* Nucleotides * 
ATP 38 GDP * *  
GTP 38 UDP * *  
UTP 40 AMP* *  
CTP 69 CMP 本 *
NTPs + 148 - 155 Pi * * 
+ 157 PPi  







ADP* *  - 97 PP i  + 15 1 
牢Final concentation was 0 . 6  mM . * * Final concentration was 3 mM. 
#The activity for PNS and tyramine (8 1 .5  unit/mg protein) was taken as 1 00 .  
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4-2-2 ATP に よ る 活性調節
NTP に よ る 阻害 はphenylphosphate esterに よ る 阻害1 9 ) よ り も 強か っ た の で 、 さ ら
に 実験を行 っ た 。 Phenylphosphate esterは競合的 措抗 阻害 で- あ っ た が、 ATP と PPi は酵
素を非競合 的 に 阻害 し た(Fig. 24)0 PNS (ぬn=O. l m附 に対す る ATP と P Pi の Ki値 は そ
れ ぞれ0.6 mM と 0.7 mMで あ っ た 。 ま た 、 tyramine (Km=2.0 mM) に 対す る ATP と PPi
の お値 は そ れぞれ0.45 mM と 0 .2 mMで・ あ っ た 。 ASSTはMg2+ やMn2+ の よ う な 2 価 の カ
チ オ ン に よ り 活性化 さ れ る が、 他の金属 イ オ ン で は む し ろ 阻害 し て い た(Table 9)。
Mg2+ は 用 い た金属 イ オ ン の 中 で最 も よ い 活性化剤 で あ っ た 。 デ ー タ で は 示 し て い な
い が、 Mg2+ に は酵素保存時 に 活性の低下を 防止す る 効果 も 認 め ら れ た 。 ATPあ る い
は P Pi の 阻害効果 に 対す る 金属 イ オ ン の影響を検討す る た め に 、 ATP と PPi の 同一濃度
と な る よ う に 反応液 に金属 イ オ ン を加 え た(Table 9) 0 ATPあ る い は PPi に よ る 阻害 は
金属 イ オ ン で あ る Mg2+ 、 Mn2+ 、 Ca2+ 、 C02+ と Ni2+ に よ り 防止 さ れ た 。
Table 9 .  Effects of Various Metal Ions， ATP 叩d 百leir-Mixture on the Activity of ASST 





























1 4 1  
48 
93 
Zn2+ 1 1 2 
None 1 00 43 40 
牢百le activity for PNS as a donor substrate and tyramine as an a∞eptor substrate without the 
addition of metal ion (28 units/mg protein) was taken as 1 00.  
本 牢All metal ions were added as chloride salts at afinal concentration of 0 . 6  mM. ATP and 
PPi were added at the same final concentration (0 . 6  mM) . 
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ATP に よ る 阻害の 防止 は Mg2+ イ オ ン 濃度 に 依存 し て い た(Fig . 25)0 0 . 6  mM ATP添加
時 の 酵素活性 は 2 価 の カ チ オ ン非存在下で は43% に 低下 し て い た が、 0.06 mM 
Mg2+添加 に よ り 活性 は 100% に 回復 し た 。 さ ら に 、 0 .6 mM ATP と 0 . 6 mM Mg2+存在下
で は 、 酵素活性が150% に 活性化 さ れて お り 、 0 .06 mM Mg2+ の み を反応液 に 加 え た と
き と 同 じ レ ベル と な っ た 。 さ ら に 、 0. 6 mM Mg2+ に よ り 活性化 さ れ た 酵素 に 対す る
ATPの 影響- に つ い て 調べ た 。 Fig . 26 に 示 し た よ う に 酵素活性 は 、 Mg2+ と 同 じ 濃度で
あ る 0 .6 mM ま でATPに よ り 影響を 受 け な か っ た 。 ま た 、 酵素活性は高濃度のATPで
約30% に低下 し た が 、 そ れ以上の低下を認め な か っ た 。
1 50 
1 0 ・2 1 0 ・ 1
ム.UL.J
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Fig . 25 . Effect of Magnesium Ion on ATP Inhibition of ASST. 
ASST (0 .4  unit) was preincubated for 10  min with ( ・) or without (0) 0 . 6  mM ATP.  Then， ASST 
activities were measured in 出e presence of various concentrations of Mg2+ . Each value shows the 
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Fig .  26. Inhibition of Magnesium Ion-activated Enzyme by ATP .  
ASST (0 .4  unit) was preincubated for 10  min with ( ・) or  without (0) 0 . 6  mM Mg2+ . Then， ASST 
actvities were measured in 出e presence of various concentrations of ATP. Each value shows the 
mean of 仕ipliωte determ inations. 
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4-2-3 ATP と 酵素の結合実験
ATP に よ る 酵素活性阻害の メ カ ニ ズ、 ム を知 る た め に 、 酵素 と [ α -] と [ γ _32 p] で
ラ ベル し たATPを 種 々 の条件下で�incubation し た 。 反応後、 こ れ ら はSephadex G・50 で
酵素 に 結合 し たATP と 遊離ATP に 分 け た 。 Fig . 27 に 示 し た通 り 、 酵素蛋 白 の 画分 に は
[ α -] と [ γ _32p] の ど ち ら の 場合 も ほ ぼ 同 じ量の放射活性が検 出 さ れ た 。 こ の こ と よ り 、
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Fig. 27 . Gel Filtration of the Enzyme Incubated with [ α -] or [ γ _32p]ATP. 
Conditions : 0，  [ γ _32 p]ATP; ム， [ γ _32 p]ATP and Mg2+; ・ ヲ { α _32 p]ATP; "_ ， [ α _32 p]Äτ? 釦d
Mg2+ ; X ，  [ α _32 P]A TP and the enzyme being prein 
4・3 考察
Pentachlorophenol はASST活性を 阻害 し た 。 し か し な が ら 、 こ の フ ェ ノ ー ル性化
合物の 硫酸化 に 対す る 阻害効 果 は 、 ラ ッ ト 肝臓 由 来PST に 対す る も の (I50= 10・7M) よ り
も 非常 に 弱 か っ た69) 。 ま た 、 pentachlorophenol のASSTに 対す る 影響 は 、 ヒ ト 血小板
由 来の P-PST と M-PSTに対す る も の と 異 な っ て い た28) 。 後者 の 場合、 10・5 M penta-
chlorophenol はphenol の 硫酸抱合活性を 100% 阻害 し て い る が、 dopamineの 硫酸抱合活
性 は20% し か 阻害 し て い な い 。 ASSTの 場合、 10-5 M pe:ntachlorophenolで はtyramine と
phenol を そ れ ぞれ基質 と す る と 25 % と 40% の 阻害で あ っ た 。 こ の こ と よ り 、 PST と 比
べ てASSTで は 、 pentachlorophenol に よ る phenol の 硫酸 化 に対す る 阻害力 が弱 く な っ て
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い る こ と が明 ら か に な っ た 。 す な わ ち 、 組織 由 来PST と 細 菌 由 来ASSTで は活性 機械
に 違 い の あ る こ と と 推察 さ れ る 。
エ ネ ルギ ー 産生系 に 関 わ る い く つ か の 酵素は、 l1ucleotide の ア ロ ス テ リ ッ ク な
調節 に よ り 活性が上昇あ る い は 阻害を う け て い る こ と が知 ら れて い る 70-73 ) 。 我 々 は
す で にASSTが、 Mg2+や Mn2+ の よ う な 2 価 の カ チ オ ン に よ り 活性化 さ れ 、 EDTAに よ
り 阻害 さ れ る こ と を報告 し て い る 21 ) 。 今回 の 実験で、 新た に NTPや PPi が こ の細菌 由
来 のASSTの 阻害剤 で あ る が、 NTP-Mg2+ や PPi-Mg2+ が酵素の 、活性化剤 で、 あ る こ と を
見 出 し た 。 Mg2+ はATPに よ る 阻害 を 等 モ ルで 防止 し た こ と か ら (Fig . 25) 、 ATP-Mg2+
complex はASSTの活性を 阻害 し な い と 考え ら れ る 。
Fig . 27 に 示 し た よ う に 、 [ α _32 p ] と [ γ _32 p]ATPか ら ほ ぼ 同 じ量の 放射活性が酵
素 と 結合 し た こ と は 、 こ の 蛋 白 は リ ン 酸化 を 受 け た の で は な く 、 ATP分子が結合 し
た こ と を 示 し て い る 。 し か し 、 こ のATPの 酵素へ の結ノ合はMg2+ に よ っ て あ ま り 影響
を 受 け な か っ た 。 ASST活性 に 対す る ATPの 阻害効果 と ATP の 酵素へ の結合 と の 関 係
は 、 今 回 の 実験で は 明 ら か に す る こ と がで き な か っ た が、 nucleotide 仕iphosphates と 2
価 カ チ オ ン は細菌のASST活性を コ ン ト ロ ー ルす る 重要 な 調節物質で あ る こ と が示 唆
さ れ た 。
一方、 蛋 白 や ペ プチ ド の 硫酸化 は真核細胞で は分泌機構 に お い て重要 な 働 き
を し て い る と 考え ら れて い る 74) 。 ASSTがEubactenum }\-44の 二主要 な 酵素で あ る こ と
か ら 、 ATP と Mg2+が蛋 白 の チ ロ シ ン 残基の硫酸化 を 調 節 し て 、 細 菌か ら い く つ か の
蛋 白 を分泌 に 関与 し て い る こ と が考え ら れ る 。
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第五章 ラ ッ ト 腸 内 菌 Klebsiella 由 来硫酸転移酵素の生化学的性質
ASST は 、 ヒ ト 腸 内細菌分離株Eubacterium よ り 得た も の で あ る が、 ラ ッ ト 腸 内細菌
K1ebsiella よ り 、 ASST と 基質特異性が よ く 似 た硫酸転移 酵素K・36 su1fotransferase を 分離 し た
75)。 こ の 酵素は 、 ASSTで は硫酸化 さ れ な か っ たtyrosineを わずかで は あ る が硫酸化 し た が
良い基質で あ っ たtyramine は 、 phenol よ り も 明 か に 硫酸化 さ れ に く い こ と な ど、 い く つ か
E凸ub加ac仰f伝的如6白印I万加j古加um
ASSTの 一つ でで. あ る と 考え ら れ る 。 さ ら に 、 こ の 酵素の反応機構を 明 か に す る た め に 、 反
応生成物 の 酵素活性 に 対す る 影響を検討 し た 。
5-1 実験材料お よ び実験方法
実験材料
α -Naphtylsu1fate、 α -naphthol 、 naringin、 propyl galla旬、 gallic acid と t釦凶c acidは
Sigma Chemica1 よ り 購入 し た 。 PoncirinはRoth よ り 購入 し た 。
酵素の精製
ラ ッ ト 糞便の希釈液を MUS を含むG地f寒天培地で 培養 し 、 蛍光下で コ ロ ニ ー
を 単離 し 、 sulfotransferase 陽性株K1ebsiella K・36 を 得 た 。 さ ら に こ の Klebsiella K・36を
0. 1 % agarを含むLB brothで・前培養 し た後 、 100 mlの LB brothで・培養 し 、 次 に 5 Lの LB
broth に 植菌 し 、 好気 的 に 370C 、 15 時間培養 し た 。 培養後 、 5 ，000 g、 20分 間 、 40C で集
菌 し 、 上清を 除 い た 。 集め た 菌 は生理食塩水 で 2 回 洗 っ た 。 残 っ た 沈殿 は 、 150 凶
の 0. 1 M Tris-HCl buffer， pH 7 .0 に 懸濁 し 、 超音波破砕(H:eat Systems， U .S .A.) し た 。 超
音波破砕後 、 20，000 g、 30分 間 、 40C で遠心 し 、 上清を得 た 。 沈殿 は50 凶の 同 様 な
buffer 'こ 懸濁後超音波破砕 し 遠心分離 し た 。 こ れ ら の 上清を集め て 、 粗抽 出 液 と し精
製を進 め た 。 硫安分画(60%飽和)後 、 沈殿 は 100 mlの0. 1 M Tris-HCl buffer， pH 7.0 に 懸
濁 し 、 3 回透析外液を変え な が ら 、 1 5 時 間 同 じbufferで-透析 し た 。 そ の後 、 DEAE-
Cellu10se column chromatography ・ chromatofocusing colum chromatography ・ Sephacryl S-
300 column chromatography に よ り 精製 し た 。 精製酵素の 比活性は8 . 1 2 μ moVmin/mg
protein で- あ っ た 。
酵素活|ヰ測定法
酵素活性は、 phenol あ る い は α -naph出01 を硫酸受容体 と し 、 PNS を硫酸供与体
と し 、 buffer と し て0. 1 M glycine-NaOH buffer， pH 10 .5 を 用 い た 点以外 は第一章 に 示





K-36 sulfotransferase はphenylsulfate esterか ら phenolへ の 硫酸基 の 転移 を触媒す
る 75) 。 酵素を PNS (硫酸供与体) と α ・naphthol (硫酸受容体) と 反応 さ せ る と 、 酵素は化
学量論 的 に PNS の 硫酸基を α -naphtholへ転移 さ せ る が、 α -naphthol非存在下では反応
は 全 く 進行 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 α -naphthoト ひsulfate とp-nitrophenol (PNP) を
酵素 と incubation し で も 反応が進 ま な い こ と か ら 、 こ の 酵素は逆反応を触媒 し な い こ
と がわ か っ た 。
酵素活性に対す る 反応牛成物の影響
PNS と α -naphthol を基質 と し た 場合、 そ れ ぞれ の ぬn値はLineweaver-Burk plot 
よ り 、 0. 1 1 mM と 0.66 mMで・ あ り 、 Vmax は 12. 1 3 units/mg proteinで あ っ た 。 こ の 酵素反
応が生成物で あ る 、 α -naphthoト ひsulfate と PNP に よ っ て影響を う け る か否かを検討 し
た 。 PNP は PNS に 対 し て 酵素活性を非競合 的 に 阻害 し た が、 α -naphthol に 対 し て は競
合的措抗で あ っ た 。 PNS と α -naph出oHこ 対す る PNP の Ki値 は そ れぞれ0 .23 mM と 0.08
mMで あ っ た 。 α -Naphthol- ひsulfateは 、 PNS と α -naph出oUこ 対 し て 酵素活性を非競合
的 に 阻害 し 、 Kiイ直 は そ れ ぞれ4.2 mM と 0.52 mMで あ っ た 。 Ki値が高 い こ と か ら も こ
れ ら の反応生成物が 阻害剤 と し て 弱 い こ と は 明 かで あ る 。 さ ら に 、 4・me出yト
umbelliferyl su lfate はnaphthol- O-sulfateのPNS と α -naphthol に 対す る 効果 と 同 様の 阻害ノ マ
タ ー ン を 示 し た 。
酵素活件に対す る M，g2+ と EDTAの効果
こ の 酵素は 2 価 の カ チ オ ン で あ る Mg2+ と Mn2+ に よ り 活性化 さ れ、 EDTAに よ
り 阻害 さ れ た 。 Mg2+濃度を増す と Vmaxは増加 し た がI<.Ln は一定 に保 た れ た 。 2 mM
Mg2+ で;Vmaxは最 も 高 く 、 無添加 時の 163% で あ っ た 。 一方、 2 mM EDTA存在下で は
酵素活性は53% 阻害 さ れ た 。
某管特異件
硫酸受容体活性をTable 10 に 示 し た 。 天然 に 存在す る gallic acidは 良 い基質 と な
っ た が、 フ ラ ボ ノ イ ド は硫酸化 さ れ に く か っ た 。 Serotonin も 良い基質 で あ っ た 。
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ラ ッ ト 腸 内 菌 よ り 分離 し たKlebsiel1a よ り 精製 し た K-36 sulfotransferase の 比活性
(8 . 12 unit/mg protein) は 、 ヒ ト 腸 内 菌Eubactenúm 由 来 のASSTに 比べて 、 粗酵素で約
1/20 、 精製 酵素で約 1/10 と 低 い こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の こ と は 、 picosulfateが ラ
ッ ト に お い て 無効で あ る こ と や ヒ ト と 比べて ラ ッ ト の糞便の 硫酸転移 活性が低 い こ
と 76) と 関 連 し て い る と 考え ら れ た 。 ま た 、 基質特異性 に つ い て検討 し た 硫酸受容体
の 中 で は 、 α 国naphthol が最 も よ い基質 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 酵素 自 体の 比活性
も 低 く い こ と か ら 、 全 て の基質 に お い て 硫酸化活性 はA.SSTに 比べて低 し 1 と 考え ら れ
fこ 。
ラ ッ ト 脳 由 来のPST はsequentially ordered bi bi reac1:ion mechanismで あ り 77) 、 ラ
ッ ト 肝臓の PST はrapid equil ibrium random bi bi reaction mechanism で- あ る 66) 。 し か し な
が ら 、 Eubacterium 由 来 のASSTはping pong bi bi reaction m.echanismで あ る こ と をす で に
報告 し て い る 22) 。 K-36 suifotransferase に つ い て検討 し た結果、 酵素活性は反応生成物
に よ り わ ずか に 影響を 受 け た 。 活性 に 対す る こ れ ら の反応をTable 1 1 に ま と め た 。 こ
れ ら の結果 よ り 、 腸 内細 菌 由 来 の K-36 sulfotransferase の 反応 メ カ ニ ズム はordered bi bi 
reactionで‘ あ る と 考え ら れ た 。 す な わ ち 、 酵素は硫酸基 の 転移 を反応性の 高 い 中 間体
を経て触媒 し て い る (Fig . 28) 。 酵素は し か し な が ら 、 逆反応を触媒 し な か っ た 。 こ の
酵素はASST と 同 様、 Mg2+ に よ り 活性化 さ れ 、 EDTAに よ り 阻害 さ れ た 。
Table 1 1 .  Inhibitory Pattem o f  the Reaction Products as to 出e K-36 Bacterial Sulfotransferase 
Reaction product 
Enzyme substrate 
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Fig . 28 . The Proposed Reaction Mechanism of  K-36 Bacterial Sulfot:ransferase. 
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α -Naphthol と phenol の 2 種の 硫酸受容体 基質 を 反応液 に 同 時 に 加 え る と 活性 は
増加 し た ( デ ー タ 示 さ ず〉 。 こ の こ と か ら 、 い く つ か の フ ェ ノ ー ル性化合物が腸 内
に 存在す る 時、 そ こ で は酵素が硫酸供与体か ら そ れ ら に 同 時 に 硫酸基の 転移 を触媒
す る 可能性が考え ら れ る 。
以上の こ と よ り 、 ASSTやK帽36 sulfotransferase の 存在が明 ら か に な り 、 種 々 の
化合物が こ れ ら の 酵素の基質 と な る こ と か ら 、 腸 内 で 内 因 性 あ る い は外 因 性の フ ェ
ノ ー ル性化合物が硫酸化 さ れ る 可能性が高 い と 考え ら れ る 。
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総 括
1 . 抗体 カ ラ ム 法 に よ り 、 ASSTの精製 ス テ ッ プを 簡 略化 し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら
溶 出 し た 蛋 白 はSDS-PAGE で単ー と な っ た 。 精製酵素の N 末端 ア ミ ノ 酸配列 は 、
SVKYSFED印岳ffiQYEAEQAMLAKFで あ っ た 。
2 .  フ ェ ノ ー ノレ性化合物で はp-acetoamidophenol 、 dopamine、 norepinephrine な どが、 チ ロ シ
ン 含有ペプチ ド、 で はenkephalinが、 ASSTの 良い基質 と な り 、 硫酸化 さ れ た 。 Dopamine
の 酵素的硫酸化体 は 、 主 に dopamine-4-sulfateで あ る こ と を 明 か に し た 。
3 .  酵素的 に 硫酸化 さ れ た生理活性ペプチ ド は 、 プ ロ テ ア ー ゼ消 化 を う け に く く な り 、
体 内 で の こ れ ら ペ プチ ド、 の安定性 に 硫酸化が寄与 し て い る 可能性が考え ら れ る 。
4.  ポ リ フ ェ ノ ー ル と そ の 配糖体のASST に よ る 硫酸化を検討 し た と こ ろ 、 配糖体 は 、 そ
の ア グ リ コ ン よ り も 硫酸化 さ れ に く し 糖の親水性や立体障害が酵素的硫酸化 を 妨
げて い る と 考え ら れ る 。
5 .  本酵素 は 、 低 し \pKaの水酸基を も っ フ ェ ノ ー ル性硫酸 エ ス テルの硫酸基が、 高 し \pKa
を も っ フ ェ ノ ー ル性化合物へ転移 す る 反応を触媒 し て い る こ と が明 か に な っ た 。
6 .  ASST活性 はNTPやpyrophosphate に よ り 阻害 さ れ た が、 Mg2+や Mn2+ は活性化 し 、 ATP
やpyrophosphate に よ る 阻害を 防止 し た 。 ATP と 酵素 の結合実験 よ り 、 酵素阻害 は 、 酵
素の リ ン 酸化 に よ る も の で は な し ATP と の結合 に よ る も の で あ る こ と を 明 ら か に
し た 。
7 .  ラ ッ ト 腸 内 細 菌幻ébsiella よ り 分離 し た 硫酸転移 酵素 の 反応 メ カ ニ ズ ム は 、 ordered bi 
bi reaction mechanismで あ る と 考え ら れ る 。
以上の こ と よ り 、 種 々 の 内 因 性 あ る い は 外 因 性の フ ェ ノ ー ノレ性化合物がASSTの基質
と な る こ と が明 か に な り 、 こ れ ら 細 菌 由 来 の 酵素は組織 由 来 の 硫酸転移 酵素 と は基質特異
性、 反応 メ カ ニ ズム 、 生体 内 活性告Ij御 の 点 で 明 か に 異 な る こ と か ら 、 腸 内 で の こ れ ら の化
合物 の 硫酸転移 が、 薬効発現や代謝経路 に影響を お よ ぼ し て い る 可能性が示 唆 さ れ る 。
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